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  Introducción  
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1. Levaduras en el vino 
La producción de alimentos fermentados, como el vino, la cerveza o el pan, tuvieron y 
siguen teniendo una elevada repercusión en la sociedad. El proceso de fermentación de dichos 
alimentos permitió, en su momento, pasar de una vida nómada a una más sedentaria, ya que 
se disponía de alimentos en casi todas las épocas del año. De especial interés es el caso del 
vino, cuyas primeras evidencias arqueológicas datan del 5000 a.C., en base a la detección de 
ácido tartárico procedente de una tinaja antigua localizada en Mesopotamia, o bien de los 
restos del mosto de uva en Grecia (McGovern et al., 1996; Valamoti et al., 2007). Sin embargo, 
hay evidencias que datan la existencia de bebidas fermentadas similares al vino (con arroz) en 
China incluso en épocas todavía más tempranas, alrededor del 7000 a.C. (McGovern et al., 
2004). El zumo de uva procedente del prensado se colocaba en tinajas abiertas y una vez 
producida la fermentación, se sellaban hasta que se abrían para el consumo del vino (Sicard y 
Legras, 2011). La colonización por parte de los romanos de gran parte del Mediterráneo 
permitió expandir la producción por toda Italia, Francia, España, Portugal e incluso el norte de 
África. No solo se expandió la forma de producir vino sino también el cultivo de la vid, estando 
la evolución de ambos procesos estrechamente ligados (Pretorius, 2000).  
Sin embargo, no fue hasta 1863 cuando Louis Pasteur, basándose en observaciones 
microscópicas realizadas por Antoine Van Leeuwenhoek, identificó la levadura como principal 
responsable de la fermentación del vino. Este acontecimiento tuvo una gran repercusión para 
la industria enológica, ya que la identificación del microorganismo responsable de la 
transformación de azúcares en etanol y dióxido de carbono permitió controlar el proceso de 
vinificación. Otro de los hitos importantes en la industria del vino data de 1890, cuando 
Müller-Thurgau realizó la primera inoculación de un mosto de uva con cultivos puros. El 
control del proceso de obtención del vino, desde la recogida de la uva hasta el embotellado del 
vino, permitió aumentar tanto la calidad como la cantidad en su producción (Fleet, 1998; 
Marsit y Dequin, 2015; Pretorius, 2000).  
2. Saccharomyces cerevisiae como principal levadura vínica 
Taxonómicamente Saccharomyces cerevisiae pertenece al reino Fungi, subreino Dikarya, 
filo Ascomycota, subfilo Saccharomycotina, clase Saccharomycetes, subclase 
Saccharomycetidae, orden Saccharomycetales, familia Saccharomycetaceae y género 
Saccharomyces. El género Saccharomyces ha estado bajo reorganización continua debido al 
avance tanto en las nuevas técnicas de secuenciación como en el ensamblado y análisis de las 
mismas. La taxonomía del género Saccharomyces incluye actualmente 8 especies: S. cerevisiae, 
S. kudriavzevii, S. uvarum, S. paradoxus, S. jurei, S. mikatae, S. arboricolus y S. eubayanus 
(Borneman y Pretorius, 2015; Dujon y Louis, 2017). Dentro del mismo género también se 
encuentran dos híbridos S. pastorianus (S. cerevisiae x S. eubayanus) y S. bayanus                       
(S. pastorianus x S. uvarum) (Dujon y Louis, 2017). Por lo general, los híbridos suelen 
encontrarse en ambientes industriales, como la producción de vino o cerveza, y suelen tener 
características beneficiosas de ambos parentales, como por ejemplo la alta capacidad 






2.1. Ciclo celular  
S. cerevisiae puede multiplicarse tanto asexualmente mediante multiplicación vegetativa 
como sexualmente a través de ascosporas, de ahí su asignación al filo Ascomycota. La 
multiplicación vegetativa se lleva a cabo en condiciones óptimas de crecimiento cuando, 
después de la duplicación del material genético, se produce la gemación asimétrica (de ahí que 
se denomine levadura de gemación), donde la célula hija se separa de la célula madre 
mediante un septum.  
Las células haploides de S. cerevisiae presentan dos tipos sexuales, a y α, ambos codificados 
en el locus MAT. Cuando el locus MAT está fijado por la mutación de la endonucleasa HO, las 
cepas son heterotálicas (ho) y el tipo sexual se mantiene a lo largo del tiempo. Sin embargo, si 
es inestable, las cepas son homotálicas (HO) y, en este caso, las células pueden cambiar su tipo 
sexual para conjugar con otra célula de tipo sexual opuesto (Bakalinsky y Snow, 1990; 
Thornton y Eschenbruch, 1976). Se obtendría así un individuo diploide a/α que, bajo 
condiciones de crecimiento adversas, tras meiosis y esporulación generaria dos esporas de tipo 
sexual a y dos de tipo sexual α. Las células homotálicas pueden cambiar su tipo sexual cuando 
se utiliza la copia silenciada del tipo sexual opuesto para reparar la ruptura en el locus MAT 
producida por la endonucleasa HO; por eso, mutaciones en la endonucleasa HO fijan el locus 
MAT (Strathern et al., 1982). La inestabilidad del locus MAT y el proceso de esporulación 
permiten, gracias al fenómeno conocido como renovación del genoma, la imposición en el 
medio ambiente de una población sobre otra. Como consecuencia de los sucesivos ciclos de 
reproducción vegetativa suelen acumularse mutaciones recesivas que únicamente se 
manifiestan cuando se produce la esporulación en condiciones adversas. En este caso, la 
homotalía permite la obtención de un individuo diploide a partir de dichas esporas. Parte de 
estos nuevos diploides pueden presentar características más adecuadas al entorno. 
2.2. Cepas de laboratorio versus cepas vínicas  
Las condiciones de crecimiento durante la fermentación alcohólica del mosto son 
totalmente diferentes a las condiciones de laboratorio. Mientras que las cepas industriales son 
capaces de fermentar completamente los azúcares presentes en el mosto, la capacidad 
fermentativa de las cepas de laboratorio es menor. Ello indica que, a pesar de pertenecer 
ambos tipos de cepas a la especie S. cerevisiae, mientras que las cepas vínicas han desarrollado 
mecanismos que les permiten hacer frente a las condiciones adversas características del 
proceso de vinificación, las cepas de laboratorio se han seleccionado respecto a condiciones 
mucho más favorables para su crecimiento.  
Las cepas industriales y las aisladas de la naturaleza se caracterizan por ser protótrofas por 
lo que no es necesario añadir requerimientos nutricionales adicionales para su crecimiento. Es 
por ello que se recurre a técnicas de selección o de ingeniería genética para introducir 
auxotrofías necesarias para su estudio mediante estrategias basadas en transformación, 
generalmente en rutas de biosíntesis de aminoácidos o bases nitrogenadas, lo que permite 
seleccionar en el laboratorio las cepas transformadas con el marcador de selección adecuado 
en un medio mínimo carente de los mismos. La introducción de auxotrofías en cepas 
industriales puede evitarse utilizando, como marcadores de selección, genes que confieren 
resistencia a antibióticos como la cicloheximida (del Pozo et al., 1991) o la geneticina (Hadfield 
et al., 1990). 
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Respecto a la estabilidad del locus MAT, las cepas de laboratorio son heterotálicas (ho) y el 
proceso de esporulación, en el caso concreto de S. cerevisiae, se consigue mediante el 
crecimiento en un medio con acetato potásico (ver más adelante en Materiales y Métodos).  
Al contrario que las cepas de laboratorio que suelen ser haploides o diploides, las cepas 
industriales son mayoritariamente diploides, poliploides o incluso aneuploides (Bakalinsky y 
Snow, 1990; Codón et al., 1995). Como consecuencia de su dotación genómica, los métodos de 
obtención de mutantes nulos en levaduras industriales son más lentos y laboriosos puesto que 
es necesario eliminar, al menos, las dos copias del gen de interés. Además, al contrario que las 
cepas de laboratorio, presentan un alto nivel de polimorfismo de la longitud cromosomal 
(Bidenne et al., 1992; Rachidi et al., 1999) lo que disminuye la capacidad de esporulación y la 
viabilidad de las esporas, características deficientes en las cepas industriales. Por consiguiente, 
la obtención de híbridos no es una alternativa fácil para la obtención de cepas industriales 
mejoradas. Sin embargo, junto con la mutagénesis, la fusión de protoplastos, las técnicas de 
transformación y recombinación de DNA y la evolución dirigida son los métodos más comunes 
para mejorar los aislados de cepas vínicas (Fleet, 2008). Las cepas vínicas también muestran, al 
contrario que las de laboratorio, un alto grado de heterocigosis (Codón et al., 1995). Esto les 
permite aumentar la variabilidad genética debido a que pueden llevar a cabo una 
reorganización de sus cromosomas durante el crecimiento mitótico (Longo y Vezinhet, 1993; 
Puig et al., 2000).  
Diversos trabajos (Borneman et al., 2008; Novo et al., 2009) en los que se ha comparado el 
genoma de cepas industriales con el de la cepa de laboratorio de referencia S288c han 
demostrado que las cepas industriales presentan alrededor de 100 kb adicionales. Dichas 
secuencias codifican proteínas de hongos relacionadas con la pared celular y con el consumo 
de aminoácidos; características que podrían explicar la buena capacidad fermentativa de las 
cepas vínicas. Esas secuencias procedentes de las primeras secuenciaciones completas de 
cepas vínicas son las primeras evidencias que han revelado la presencia de transferencia 
horizontal de genes pudiendo explicar la adaptación a las condiciones de vinificación (Novo 
et al., 2009).  
Las cepas industriales utilizadas como iniciadoras de la fermentación alcohólica del vino se 
han seleccionado principalmente a partir de dos nichos ecológicos: el viñedo y las 
fermentaciones espontáneas producidas en la bodega (Fleet, 2008). Esa divergencia en el 
origen de las cepas puede explicar las diferentes respuestas a los cambios ambientales que 
presentan. Las cepas de laboratorio, que se han propagado como cultivo puro en el laboratorio 
durante diversas décadas, se han ido seleccionando según su crecimiento en medios con 
abundancia de nitrógeno y temperatura óptima; mientras que las cepas vínicas se han 
seleccionado en función de la capacidad de hacer frente a las condiciones ambientales 
adversas, en el caso del vino, la baja concentración de nitrógeno presente en el mosto o el 
estrés osmótico causado por las elevadas concentraciones de azúcares (Pizarro et al., 2007).  
3. Fermentación del mosto de uva 
En términos generales, el proceso de producción del vino se inicia con el prensado 
mecánico de la uva, previa eliminación de restos vegetales como ramas y hojas. A 
continuación, el mosto de uva es introducido en tanques de fermentación, donde se puede 
proceder a una fermentación espontánea o a inocular una levadura iniciadora, principalmente 




principalmente por la levadura Saccharomyces cerevisiae mientras que Oenococcus oeni es la 
principal bacteria láctica responsable de la fermentación maloláctica. Ambos organismos se 
caracterizan por soportar altas concentraciones de etanol y ser capaces de optar por un 
metabolismo fermentativo (Borneman et al., 2013; Jackson, 2000). Sin embargo, el proceso de 
producción del vino es microbiológicamente muy complejo debido a la interacción entre 
levaduras, hongos filamentosos, bacterias ácido lácticas, bacterias ácido acéticas y otros 
grupos bacterianos, incluso bacteriófagos, ya que todos ellos contribuyen a la calidad del 
producto final (Fleet, 1998). 
Tradicionalmente, el proceso de producción del vino de manera espontánea se ha llevado 
a cabo gracias a la presencia de las levaduras presentes en la superficie de las uvas y en el 
ambiente de la bodega. A pesar de que S. cerevisiae es la levadura del vino por excelencia, se 
encuentra en baja proporción en la superficie del grano de uva. Las principales levaduras que 
pueden encontrarse pertenecen a los géneros Kloeckera y Hanseniaspora y, en menor medida, 
Candida, Metschnikovia, Cryptococcus, Pichia y Kluyveromyces (Fleet, 1998; Ribéreau-Gayon 
et al., 2005). El crecimiento de esta gran diversidad de microorganismos produce una alta 
heterogeneidad en las características organolépticas del vino. Este tipo de levaduras alcanza su 
máximo de crecimiento (106-107 u.f.c./mL) en los primeros días de fermentación, momento a 
partir del cual empiezan a morir como consecuencia del alto contenido en etanol producido 
por Saccharomyces. Sin embargo, Saccharomyces no sólo se implanta como consecuencia de 
su mayor resistencia a altas concentraciones de etanol, sino por las condiciones de 
anaerobiosis, la mayor resistencia a los sulfitos añadidos al mosto después de la vendimia, al 
estrés osmótico producido como consecuencia de la elevada concentración de azúcares 
reductores y la tolerancia a altas temperaturas (Fleet, 1998; Ribéreau-Gayon et al., 2005). 
Por norma general, el mosto suele inocularse con 1·106 células/mL de LSA rehidratada 
durante aproximadamente 30 minutos en agua templada a 37 °C. Trabajos previos en nuestro 
laboratorio han llevado a cabo la caracterización y mejora de los procesos de propagación y 
deshidratación de biomasa de levaduras, tanto de la especie S. cerevisiae como de otras 
levaduras vínicas no convencionales (Gamero-Sandemetrio et al., 2015, 2018; Garre et al., 
2010; Gómez-Pastor et al., 2010a,b; Pérez-Torrado et al., 2005, 2009). 
La propagación de la LSA se realiza en melazas procedentes del refinamiento del azúcar de 
remolacha o de caña debido a su alto contenido en sacarosa y su bajo coste económico, pues 
es un subproducto de desecho industrial. El proceso de propagación de la LSA conlleva 
alrededor de 3-5 días dado que se realiza un crecimiento previo a escala de laboratorio y se va 
escalando en una secuencia de fermentadores hasta obtener la cantidad deseada. Finalmente, 
se opta por una etapa de maduración que consiste en que las levaduras terminen de consumir 
todos los nutrientes y entren en fase estacionaria. A continuación, la biomasa obtenida sufre 
un proceso de deshidratación llevado a cabo principalmente con un secador de lecho 
fluidizado, donde la temperatura y la velocidad de secado juegan un papel importante para la 
resistencia de la levadura a la deshidratación y rehidratación posterior. 
La inoculación del mosto de uva con levaduras seleccionadas en forma de LSA favorece la 
obtención de manera consistente y reproducible de un producto con características 
apropiadas y muy similares entre cosechas de años diferentes. Además, el uso de levaduras 
como inóculo del mosto permite acortar la fase de latencia y el tiempo de fermentación, 
disminuyendo así la probabilidad de contaminación del mosto y de paradas en la fermentación 
o fermentaciones excesivamente lentas (Bauer y Pretorius, 2019). Sin embargo, aunque el uso 
de inóculos permite obtener una fermentación más predecible y rápida, las fermentaciones 
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realizadas de forma espontánea permiten obtener vinos con características enológicas más 
complejas e interesantes debido a la gran diversidad de especies de levadura implicadas en el 
proceso (Fleet, 1998), con lo que ambas aproximaciones conviven en la enología moderna.  
La selección del inóculo para que se produzca la fermentación alcohólica del mosto de 
manera adecuada es de gran importancia. La principal característica que debe cumplir la cepa 
de levadura seleccionada es que sea capaz, no solo de resistir, sino de crecer y permanecer 
activa metabólicamente, en las condiciones adversas que se producen durante la vinificación. 
Otras características que debe cumplir son: fermentación vigorosa con fases de latencia cortas, 
poco azúcar residual (lo que evita contaminaciones postproducción), fermentación 
reproducible, tolerante a temperaturas subóptimas de crecimiento, resistente a elevadas 
concentraciones de etanol y a dióxido de azufre (añadido como antioxidante y antimicrobiano) 
y alta producción de glicerol y β-glucosidasas para conseguir un aroma adecuado del producto 
final. También son características deseables la baja producción de espuma, la actividad killer y 
niveles adecuados de ciertas enzimas líticas y metabólicas (Aranda et al., 2011; Fleet, 2008). 
Aunque la levadura por excelencia utilizada como inóculo sigue siendo S. cerevisiae, el uso 
de otras levaduras, conocidas genéricamente como no-Saccharomyces o no convencionales, ha 
ido en aumento en los últimos años. Estas levaduras influyen beneficiosamente en la liberación 
de aromas gracias a la presencia de actividades enzimáticas particulares (revisión en Jolly et 
al.,  2014; Belda et al., 2017). Por lo general, suelen inocularse al inicio de la fermentación 
alcohólica con el objetivo de aumentar la diversidad de aromas del producto final y                    
S. cerevisiae se inocula más tarde con el propósito de finalizar por completo la fermentación 
alcohólica (Fleet, 2008; Jolly et al., 2014). 
3.1. Cinética de la fermentación alcohólica  
La producción del vino es un proceso discontinuo tipo batch por lo que la disponibilidad de 
nutrientes va disminuyendo conforme avanza la fermentación alcohólica. Como cualquier otro 
tipo de crecimiento microbiano, la cinética de fermentación de un proceso en batch presenta 4 
fases principales: latencia (lag), exponencial o logarítmica, estacionaria y muerte. La fase lag se 
caracteriza por la adaptación y aclimatación al nuevo medio. Una vez las células están 
adaptadas a las nuevas condiciones, empiezan a dividirse por lo que la población de células 
viables se incrementa exponencialmente hasta alcanzar su valor máximo. En este tipo de 
fermentaciones en las que no se produce aporte de medio fresco, el cultivo entra en una fase 
estacionaria, que se caracteriza por una parada del crecimiento por agotamiento de ciertos 
nutrientes y acumulación de productos procedentes del metabolismo que pueden ser tóxicos 
para las células. En la última fase, la velocidad de muerte supera a la velocidad de división 
(Ribéreau-Gayon et al., 2005).  
En el caso de la fermentación alcohólica del vino existen algunas diferencias en la cinética 
de crecimiento, Figura 1 (Jackson, 2000; Ribéreau-Gayon et al., 2005). Normalmente la fase lag 
es despreciable respecto a la larga duración de la fermentación, la fase exponencial es 
relativamente corta (no más de 8 divisiones cuando se inocula con LSA), la fase estacionaria 
comienza antes de que todos los nutrientes se agoten; y la fase de muerte es atípicamente 
larga ya que las células pueden mantenerse metabólicamente activas y viables por largos 
periodos de tiempo. Hasta el 40 % del azúcar consumido y metabolizado a etanol se produce 
durante la fase de muerte (Ribéreau-Gayon et al., 2005) y el grueso de la fermentación se 
produce en condiciones estacionarias donde la división celular está ausente. La brevedad de la 
fase de latencia puede deberse a que las células se preadaptan antes del inóculo como 




carbodidratos de reserva en la etapa final de maduración de la biomasa. La LSA procede de 
cultivos en medio aerobio por lo que tienen mitocondrias funcionales, son capaces de respirar, 
pero a la vez disponen de un gran conjunto de enzimas fermentativas. Por ello, el cambio de 











Figura 1. Curva de crecimiento típica de la levadura S. cerevisiae a lo largo de la fermentación 
alcohólica del mosto de uva. Adaptado de Busti et al., 2010. 
A diferencia de otros procesos industriales donde el objetivo es obtener un crecimiento 
elevado de la levadura, durante la fermentación alcohólica del mosto es necesario, no solo 
obtener un crecimiento moderado, sino que las levaduras estén activas metabólicamente, 
puesto que la mayor parte del consumo de azúcares se produce durante la fase estacionaria. 
Por ello, el éxito de S. cerevisiae se debe a su potencial metabólico, el cual aumenta la 
concentración de etanol e inhibe el crecimiento de otras levaduras no-Saccharomyces, y no a 
un gran aumento del número de células.  
3.2. Factores físicos que afectan a la vinificación  
Los principales factores fisicoquímicos que afectan al crecimiento y la eficiencfia 
fermentativa de S. cerevisiae durante la vinificación son la temperatura, el oxígeno, el pH, el 
CO2 y la clarificación. La temperatura es quizá el factor físico más importante durante la 
vinificación ya que afecta a ambos parámetros y, por tanto, influye en qué tipo de levadura se 
impone. Aunque S. cerevisiae presenta una temperatura óptima de crecimiento alrededor de 
30 °C, su rango es muy amplio. Sin embargo, las levaduras no-Saccharomyces prevalecen mejor 
a bajas temperaturas (alrededor de 20 °C) (Ribéreau-Gayon et al., 2005). Por lo general, las 
vinificaciones no suelen realizarse a temperaturas mayores de 30 °C puesto que, aunque          
S. cerevisiae puede crecer sin problemas, aumenta la toxicidad del etanol y la evaporación de 
compuestos volátiles de gran importancia enológica (Ribéreau-Gayon et al., 2005). Aunque no 
existe una temperatura determinada para realizar las vinificaciones, ya que ésta depende de la 
cepa utilizada para la fermentación alcohólica, sí que existe diferencia entre el tipo de vino a 
obtener. Por ejemplo, la fermentación en vinos tintos suele iniciarse a 18-20 °C e ir 
incrementando la temperatura de forma progresiva hasta 32 °C. Esto se debe a que la levadura 
suele ser más sensible a la temperatura durante las fases de latencia y crecimiento 
exponencial y más resistente al final de la fermentación donde las elevadas temperaturas 
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favorecen la maceración, favoreciendo la extracción de compuestos fenólicos de la piel de la 
uva. Respecto al vino blanco, el rango de temperaturas suele ser entre 10-18 °C, favoreciendo 
no solo la conversión de aromas (principalmente afrutados), sino también la influencia de 
levaduras no-Saccharomyces, cuyo rango de temperaturas óptimas es más bajo que                   
S. cerevisiae (Aranda et al., 2011; Jolly et al., 2014; Ribéreau-Gayon et al., 2005).  
El aumento global de temperatura causado por el cambio climático retrasa la madurez 
fenólica de la uva (taninos y antocianinos) respecto de la acumulación de azúcares 
fermentables, que determinará el contenido en alcohol del vino (Jones et al., 2005). Si se 
espera a que se produzca la madurez fenólica de la uva, el elevado contenido en azúcares 
genera vinos con excesivo grado alcohólico. Para solucionar el problema se recurre, entre otras 
estrategias, a determinar el mejor momento para la recogida de la uva o a realizar la 
fermentaciones a bajas temperaturas para ralentizar el metabolismo fermentativo, lo que 
también favorece el crecimiento de levaduras no-Saccharomyces (Alonso-del-Real et al., 2017), 
que son más criotolerantes.  
S. cerevisiae es considerado un organismo anaerobio facultativo, capaz de consumir los 
azúcares en ausencia de oxígeno. Sin embargo, el oxígeno es otro factor a tener en cuenta 
durante la fermentación ya que se requiere durante el crecimiento de S. cerevisiae para la 
síntesis de esteroles (principalmente ergosterol) y ácidos grasos saturados, favoreciendo así la 
correcta fluidez de la membrana para hacer frente a las condiciones tan adversas que se 
producen durante la fermentación del mosto de uva. Así como la ausencia total de oxígeno no 
es adecuada, tampoco lo es el exceso, ya que favorece la producción de acetaldehído y sulfuro 
de hidrógeno (H2S). No obstante, una alta aireación puede ser beneficiosa en mostos con bajo 
contenido en nitrógeno para favorecer la utilización de prolina, presente en altas 
concentraciones en el mosto de uva y cuyo catabolismo requiere oxígeno (Carrascosa et al., 
2011; Ribéreau-Gayon et al., 2005).  
El pH del mosto suele variar entre 2.75 y 4.2. Estos valores de pH tan bajos favorecen la 
hidrólisis de la sacarosa presente en el mosto y previenen su contaminación (Carrascosa et al., 
2011; Ribéreau-Gayon et al., 2005). Y por último, el dióxido de carbono (CO2), procedente de la 
fermentación de los azúcares,  favorece la correcta dispersión de nutrientes a través del mosto 
gracias a las corrientes producidas; sin embargo, también produce daños en la membrana 
celular afectando a la viabilidad de las levaduras (Carrascosa et al., 2011).  
3.3. Respuesta a los estreses típicos en vinificación 
Como ya se ha comentado, la fermentación alcohólica del mosto es un proceso en continuo 
por lo que, al no haber aporte continuo de nutrientes, las condiciones varían a lo largo del 
proceso. Además, es de gran importancia conocer la respuesta a la abundante y cambiante 
presencia de condiciones de estrés, tanto procedentes del medio de cultivo inicial, como el 
estrés osmótico, como producidas por la acumulación de productos procedentes del 
metabolismo fermentativo, como el etanol y el acetaldehído. Los principales estreses a los que 
se ven sometidas las levaduras a lo largo de la fermentación son: estrés osmótico, bajo pH, 
variaciones de temperatura, elevados niveles de etanol y el agotamiento de ciertos nutrientes. 
Las levaduras deben hacer frente a dichos estreses manteniendo una alta viabilidad celular 
para poder finalizar la fermentación completando el consumo de azúcares.  
La elevada concentración de azúcares presentes en el medio, además de producir estrés 
hiperosmótico, reprime la respiración por lo que el crecimiento de S. cerevisiae durante la 




tipos de estrés, el estrés osmótico se produce nada más inocular el mosto, por lo que las 
levaduras deben hacerle frente en la fase de latencia. La correcta adaptación a este tipo de 
estrés determina la eficiente imposición de la levadura en la fermentación. La respuesta 
principal al estrés hiperosmótico es la activación de la ruta HOG (High Osmolarity Glycerol) y, 
como consecuencia, la activación de la transcripción de genes que codifican el importe de 
glicerol (STL1), un aumento en la producción de glicerol (GPD1/GPD2) y la exportación de 
glicerol a través de la membrana plasmática (FPS1). El estrés osmótico también induce la 
expresión de genes relacionados con la biosíntesis de ribosomas y aumenta la actividad de las 
rutas glicolítica y de los fosfatos de pentosa (Marks et al., 2008). El estrés osmótico se disipa 
conforme avanza la fermentación y los azúcares van disminuyendo, al tiempo que aumenta la 
concentración de etanol.  
La expresión génica que se produce en la fase estacionaria es de gran interés ya que, como 
se ha comentado anteriormente, la mayor parte de la fermentación alcohólica se produce en 
esta fase. En dicha fase, los estreses están relacionados con el ayuno de nutrientes 
(principalmente nitrógeno) y la acumulación de productos tóxicos de la fermentación, como el 
etanol. Estos cambios en el medio inducen mecanismos de respuesta, tanto transcripcional 
como postranscripcional, que dan lugar a cambios en la expresión génica de un elevado 
número de genes implicados en una gran diversidad de procesos celulares (Marks et al., 2008). 
La entrada en la fase estacionaria es un proceso complejo y altamente regulado. Por lo 
general, la entrada en la fase estacionaria se inicia como consecuencia del agotamiento de uno 
o más nutrientes en el medio, la fuente de carbono en medio de laboratorio y la de nitrógeno 
en condiciones de vinificación. Se ha descrito que, aunque el agotamiento de nutrientes en 
ambas condiciones difiere, la entrada en la fase estacionaria se caracteriza por la inactivación 
de las rutas Ras/cAMP/PKA y TOR (revisado en Herman, 2002) y, como consecuencia, la 
activación de la quinasa Rim15p (Roosen et al., 2005). Dichas rutas inducen el crecimiento y la 
proliferación celular en presencia de nutrientes y, cuando éstos son escasos, su inactividad 
provoca la parada del crecimiento y la consecuente activación de los mecanismos de 
protección celular (Carrascosa et al., 2011).  
La elevada concentración de etanol (11-14 %) procedente de la fermentación alcohólica 
causa un elevado estrés a la levadura, ya que afecta tanto a su metabolismo como a su 
crecimiento. Su principal consecuencia es el aumento de la fluidez y de la permeabilidad de la 
membrana, ya que se intercala en el interior hidrofóbico de la bicapa lipídica, lo que aumenta 
el influjo pasivo de iones, principalmente protones. Para contrarrestar la acidificación 
producida por el etanol, la ATPasa vacuolar y de la membrana plasmática juegan un papel muy 
importante. La ATPasa vacuolar ayuda a mantener el pH intracelular bombeando protones del 
citoplasma al lumen (Inoue et al., 2005). Otro de los efectos observados como consecuencia de 
la modificación de la membrana es la síntesis de ácidos grasos insaturados (UFAs, Unsatured 
Fatty Acids) y ergosterol (Vanegas et al., 2012; You et al., 2003).  
El mantenimiento de la estructura de las membranas y proteínas es de gran importancia 
para la viabilidad celular y para ello, bajo estrés por etanol, se induce tanto la expresión de 
proteínas de choque térmico (HSP, Heat Shock Proteins), como la biosíntesis de trehalosa 
(Lucero et al., 2000). Las HSPs actúan como cochaperonas, evitando la desnaturalización de las 
proteínas. La biosíntesis de aminoácidos también está implicada en la respuesta al estrés por 
etanol. Además, se ha demostrado que la prolina está implicada en la estabilización de 
proteínas y membranas ya que inhibe la agregación de proteínas durante el plegamiento 
(revisado en Ma y Liu, 2010).  
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El conjunto de todos los genes cuyos cambios de expresión tienen importancia para que la 
fermentación alcohólica pueda finalizar en el tiempo adecuado se conoce como “fermentoma” 
(Walker et al., 2014). Este conjunto de genes identifica las respuestas moleculares, 
comentadas en los párrafos anteriores, que se producen como consecuencia de los diversos 
estreses producidos durante la fermentación. El fermentoma se ha ido actualizando, 
añadiendo otras condiciones adversas típicas de la fermentación del mosto como es el ayuno 
de nitrógeno (Peter et al., 2018). 
3.4. Metabolitos de interés en enología producidos por S. cerevisiae  
Los productos principales obtenidos de la fermentación alcohólica de los azúcares del 
mosto son el CO2 y el etanol. Sin embargo, existen otros subproductos procedentes del 
metabolismo de S. cerevisiae que, pese a ser producidos en menor cantidad, como el glicerol o 
el ácido acético son importantes en el vino. El segundo metabolito, por su cantidad y su 
implicación en el cuerpo y en el dulzor del vino, es el glicerol (Ribéreau-Gayon et al., 2005). Las 
estrategias actuales para aumentar la síntesis de glicerol se basan en seleccionar cepas 
sobreproductoras o mejorar las ya existentes. Sin embargo, debido a la compleja relación 
entre el metabolismo del glicerol y otras rutas, la sobreproducción de glicerol produce un 
desequilibrio en el balance redox celular (Cambon et al., 2006), que conlleva la formación de 
otros productos secundarios indeseables, como el ácido acético, principal ácido volátil del vino. 
El ácido acético, aunque también es producido durante la fermentación, siempre se ha 
asociado al deterioro de la uva o del mosto por ácidobacterias por lo que es considerado un 
compuesto organoléptico perjudicial; su umbral de detección depende de la variedad de uva y 
del tipo de vino. Tanto la síntesis de glicerol como la de etanol están directamente 
relacionadas con la concentración de azúcares en el mosto, cuanto más azúcares haya, más 
metabolitos procedentes de la respuesta a estrés, como el glicerol, o de la propia fermentación 
alcohólica, como el etanol, se producen (Bauer y Pretorius, 2019). El acetaldehído es el 
compuesto intermediario entre el piruvato y el etanol e influye en el aroma afrutado, pero en 
niveles elevados produce un sabor indeseable a hierba o manzana verde. Es capaz de 
reaccionar con otros compuestos, como el dióxido de azufre disminuyendo su efectividad, o 
con los taninos modificando la astringencia del vino o el color del mismo (Dzialo et al., 2017).   
La evaluación organoléptica de los vinos se realiza mediante el sabor, el aroma y las 
propiedades visuales; siendo el aroma el más importante. El aroma de los vinos es muy 
variable en función de la variedad de uva, las especies que llevan a cabo las fermentaciones 
alcohólica y maloláctica, y las condiciones de envejecimiento o almacenaje. Los principales 
grupos de compuestos aromáticos procedentes del metabolismo de S. cerevisisae son ácidos 
grasos volátiles, alcoholes superiores, ésteres, compuestos carbonilados, fenoles volátiles y 
compuestos del azufre (Lambrechts y Pretorius, 2019). Los compuestos procedentes del 
metabolismo que tienen una contribución negativa en el aroma son acetaldehído, ácido 
acético, etil acetato, algunos alcoholes superiores cuando alcanzan concentraciones elevadas y 
compuestos del azufre, sulfatos orgánicos y tioles (Carrascosa et al., 2011).  
4. Composición de los mostos de uva naturales 
La composición del mosto de uva presenta todo lo necesario para el crecimiento de              
S. cerevisiae, aunque no en las proporciones óptimas. Además, la composición del mosto es 
variable de año en año, lo que influye directamente en el producto final y en el crecimiento de 




tener en cuenta la acumulación de productos tóxicos durante el proceso de vinificación, ya que 
al tratarse de un cultivo en continuo los nutrientes van consumiéndose por lo que pueden 
llegar a ser limitantes.  
En términos generales, el mosto contiene de más a menos proporción: agua, azúcares, 
ácidos orgánicos, compuestos nitrogenados, polifenoles, sales minerales, lípidos y pesticidas. 
Aunque existen otros azúcares presentes, la glucosa y la fructosa (en cantidades equimolares) 
son los más abundantes en el mosto. La concentración de azúcares suele encontrarse entre 
170-220 g/L (Ribéreau-Gayon et al., 2005). Concentraciones de azúcares superiores a 250 g/L 
inhiben el crecimiento de S. cerevisiae como consecuencia de la elevada presión osmótica y del 
etanol producido como consecuencia de la fermentación alcohólica. Los ácidos orgánicos son 
los segundos compuestos más abundantes, entre 9 y 27 g/L (Ough, 1992). Los ácidos tartárico 
y málico constituyen hasta el 90 % mientras que el cítrico y el ascórbico se encuentran en 
menor proporción.  
La fuente de nitrógeno es quizá uno de los factores más importantes a tener en cuenta en 
la composición del mosto ya que suele ser un nutriente limitante para el crecimiento de            
S. cerevisiae y su disminución es la causa principal de paradas en la fermentación o 
fermentaciones excesivamente lentas (stuck or sluggish) (Bisson, 1999; Blateyron y 
Sablayrolles, 2001). Los principales compuestos nitrogenados son: amonio (3-10 %), 
aminoácidos (25-30 %), polipéptidos (25-40 %) y proteínas (5-10 %) (Carrascosa et al., 2011). La 
proporción y la cantidad de éstos varían en función de diversos factores, como la variedad y la 
maduración de la uva, la infección por hongos o la adición de fertilizantes, por lo que también 
influyen en el crecimiento, la velocidad de fermentación y la tolerancia a etanol de                    
S. cerevisiae. También pueden encontrarse en menor proporción pequeñas concentraciones de 
nitrato, nucleótidos, aminas y vitaminas.  
En condiciones de vinificación, se hace referencia al término YAN (Yeast Assimilable 
Nitrogen) para definir la concentración de nitrógeno asimilable por la levadura, ya que               
S. cerevisiae no puede asimilar fuentes de nitrógeno inorgánicas (nitratos y nitritos), ni 
tampoco proteínas ni polipéptidos. Por lo tanto, el término YAN engloba las concentraciones 
tanto de amonio como de aminoácidos, las fuentes de nitrógeno preferidas de S. cerevisiae 
(Henschke y Jiranek, 1993; Ough y Amerine, 1988). La prolina, a pesar de ser un compuesto 
abundante en el mosto, no es fácilmente metabolizada por S. cerevisiae debido a que se 
requiere oxígeno para su catabolismo y, por tanto, no es considerada en el cálculo del YAN. 
Aunque también depende de la concentración de azúcar, se considera que una concentración 
de nitrógeno asimilable por debajo de 140 mg/L (Bely et al., 1990) puede perjudicar la 
fermentación y que concentraciones por debajo de 25 mg/L deben evitarse por completo. 
Como procedimiento habitual en la bodega para evitar paradas o ralentizaciones en la 
fermentación, se determina la concentración de nitrógeno asimilable y se suplementa el mosto 
con fosfato o sulfato de diamonio para prevenir el ayuno de nitrógeno. Diversos estudios han 
demostrado que esta suplementación, y el momento en el que se realiza, influyen en el 
rendimiento de biomasa y la fermentación (Beltran et al., 2005; Bely et al., 1990). La excesiva 
adición de fuente de nitrógeno puede causar un aumento de etil carbamato, compuesto 
indeseable en el vino. Las vitaminas son otros de los compuestos nitrogenados a tener en 
cuenta, en concreto, la biotina ya que es la única vitamina que las levaduras no pueden 
sintetizar.  
Los polifenoles también son importantes puesto que determinan características 
organolépticas del vino. Algunos, como las quinonas, actúan como antioxidantes. Respecto a 
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las sales minerales, los cationes más usuales son potasio, sodio, calcio y magnesio; y los 
aniones, cloratos, fosfatos y sulfatos (Carrascosa et al., 2011). En relación con los lípidos, 
normalmente están presentes en el mosto y son especialmente necesarios para hacer frente a 
las concentraciones elevadas de etanol. Y, por último, los sulfitos, como el dióxido de azufre 
(SO2), el cual suele añadirse al mosto como antimicrobiano, restringe el crecimiento 
bacteriano, y como antioxidante, evitando así la pérdida de color (Carrascosa et al., 2011; 
Fugelsang, 1997).  
Debido a la heterogeneidad de los mostos naturales, en el laboratorio suelen utilizarse 
mostos sintéticos que simulan su composición (Riou et al., 1997), principalmente en el 
contenido en azúcares y nitrógeno. De esta forma, al hacer uso de un medio totalmente 
definido, la reproducibilidad de los experimentos es mayor permitiendo analizar cambios 
específicos en la composición del medio que pueden afectar tanto a la cinética de la 
fermentación como a las propiedades organolépticas del vino.  
La mayoría de los experimentos en condiciones de laboratorio se realizan en medios de 
cultivo que, ya sean mínimos o ricos, tienen composiciones nutricionales muy diferentes a los 
mostos de uva o sintéticos, tal y como se muestra en la Tabla 1. Una de las principales 
diferencias es que en los medios de laboratorio el nutriente limitante suele ser la fuente de 
carbono (por lo general glucosa) mientras que en el mosto suele ser la fuente de nitrógeno.  
Tabla 1. Diferencias entre medios y condiciones de cultivo de laboratorio y de vinificación. 
Modificado de Pizarro et al., (2007). 
CONDICIONES Laboratorio Fermentación Alcohólica 
Medio Mínimo (SC) Completo (YPD) Mosto Sintético  Mosto Natural  




entre otros (220 g/L*) 




(20 g/L)  
YAN (300 mg/L) YAN (250 mg/L)** 
Extracto de Levadura 
(10 g/L) 
Presión Osmótica Baja Alta 
pH ± 5 ± 6.5 ± 3.4 ± 3-4 
Oxígeno Aireación Aireación limitada 
Etanol Bajo Alto 
Temperatura Óptima 
Temperatura Subóptima 
Vino blanco: 10-15 °C 
Vino tinto: 18-25 °C 
Metales Tóxicos No No Cobre 
Xenobióticos No No Si 
Ecología Microbiana Estéril Estéril No estéril 
SO2 No No 40-100 mg/L 
Duración ± 1 día ± 7 días 
Vino blanco: 15-30 
días  
Vino tinto: 6-10 días 
* Valores medios.  
** 
Valores estándar suplementando el mosto con fosfato de diamonio. El valor depende 




5. Evolución dirigida  
La industria del vino debe hacer frente a las problemáticas ambientales actuales y a las 
demandas del consumidor, relacionadas con la economía, la salud y la calidad del vino (Goold 
et al., 2016). En primer lugar, en ciertos países se aplican impuestos más elevados a bebidas 
con mayor contenido alcohólico dando lugar a vinos con precios más elevados. En segundo 
lugar, la sociedad está cada vez más concienciada sobre el efecto nocivo de las bebidas 
alcohólicas en la salud. Y, por último, un elevado contenido alcohólico puede afectar 
negativamente a las propiedades sensoriales del vino (Gawel et al., 2007a,b). Por ello, la 
tendencia actual es el consumo de vinos con menor grado alcohólico, más dulces y con aromas 
afrutados. 
Sin embargo, y como consecuencia del cambio climático, las elevadas temperaturas 
aumentan la concentración de azúcares en la uva dando lugar a vinos con mayor contenido 
alcohólico (Borneman et al., 2013). Adelantando la vendimia se recogen uvas con menor 
concentración de azúcares, sin embargo, la madurez fenólica de la uva no se ha producido y, 
por tanto, el producto obtenido no es de calidad ya que disminuye su complejidad aromática. 
Por ello, una alternativa para la obtención de vinos con menor grado alcohólico es el uso de 
cepas de levaduras con rendimientos de etanol más bajos, utilizando híbridos que presenten 
características de interés o bien levaduras no-Saccharomyces (Dequin et al., 2017; Steensels 
et al., 2014; Su et al., 2019; Tronchoni et al., 2018). Aunque las estrategias que se llevan a cabo 
mediante ingeniería genética dan resultados prometedores, hoy en día, la opinión pública 
europea no facilita la utilización de organismos modificados genéticamente (OMG).  
La evolución dirigida es una de las estrategias que más atención está obteniendo en los 
últimos años puesto que permite obtener cepas mejoradas, bien más resistentes a un estrés 
determinado o bien sobreproductoras de un compuesto específico, que no son consideradas 
OMG, por lo que pueden aplicarse en la industria. La evolución dirigida consiste en hacer 
crecer una población de microorganismos cientos de generaciones en una condición 
estresante o limitante determinada, y recoger muestras cada cierto número de generaciones 
para poder comparar con la cepa parental inicial (Zeyl, 2004). La evolución dirigida puede 
realizarse en cultivos líquidos en continuo con retroalimentación o bien en discontinuo, 
dependiendo del objetivo del proceso (Figura 2), ya que ambas estrategias permiten introducir 
la condición con la que se pretende dirigir la evolución. El crecimiento en continuo permite 
mantener constantes las condiciones de crecimiento añadiendo medio de cultivo fresco y 
simula mejor las condiciones ambientales estresantes presentes en la naturaleza; mientras que 
en el crecimiento en discontinuo parte de la población se utiliza para inocular de nuevo el 
mismo medio fresco. Aplicado a las condiciones de vinificación, cada proceso tiene sus 
ventajas y desventajas. El cultivo en continuo permite reducir el tiempo del experimento pues 
las células se encuentran siempre en fase exponencial; sin embargo, no reproduce las 
condiciones de vinificación, donde las concentraciones de nutrientes disminuyen y la de los 
productos tóxicos aumentan (Mcbryde et al., 2006). Una vez realizado el experimento de 
evolución dirigida, debe analizarse el fenotipo obtenido respecto de la cepa inicial, con el 
objetivo de observar si se ha mejorado la característica de interés. La colonia seleccionada con 
el fenotipo de interés debe ser analizada en profundidad para conocer qué posibles 
mutaciones se han producido y cómo actúa frente al proceso industrial en el cual se pretendía 
mejorar el comportamiento. Diversos trabajos han utilizado la evolución dirigida para la 
obtención de cepas de S. cerevisiae capaces de crecer en xilosa, más tolerantes a etanol y a 
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altas temperaturas y productoras de glicerol (Caspeta et al., 2016; Kutyna et al., 2012; Stanley 










Figura 2. Proceso de evolución dirigida tanto en cultivo discontinuo como en cultivo continuo 
con alimentación.  
6. Rutas de señalización de nutrientes  
S. cerevisiae depende de la disponibilidad de nutrientes en el medio para su supervivencia. 
Por ser un organismo unicelular, las células deben ser capaces de detectar los nutrientes 
(sensing), transmitir la señal de presencia o ausencia al interior celular (signalling) y llevar a 
cabo las modificaciones transcripcionales y traduccionales consecuentes para ajustar su 
crecimiento y su viabilidad a las condiciones ambientales (Zaman et al., 2008).  
Existen múltiples rutas de señalización de nutrientes en S. cerevisiae siendo las principales: 
Ras/cAMP/PKA (Protein Kinase A), SNF1 (Sucrose Non-fermenting), TOR (Target of Rapamycin) 
y GAAC (General Amino Acid Control). Estas rutas responden principalmente a la presencia o 
ausencia de un nutriente específico o una clase de nutrientes, sin embargo, numerosos 
estudios han demostrado que existe una comunicación cruzada entre ellas (Bertram et al., 
2002; Chen y Powers, 2006; Conrad et al., 2014; Nicastro et al., 2015; Zhang et al., 2011), ya 
sea porque comparten ciertos componentes o porque una ruta afecta de forma indirecta a 
otra. La señalización de nutrientes influye en otros procesos, como la represión catabólica de 
nitrógeno (NCR, Nitrogen Catabolite Repression) o por fuente de carbono y en eventos de 
comunicación entre orgánulos, como la respuesta retrógrada, en las que convergen estímulos 
adicionales a la disponibilidad de nutrientes.  
6.1. Señalización por fuente de carbono  
S. cerevisiae se caracteriza por fermentar preferentemente la glucosa y la fructosa frente a 
otros hidratos de carbono fermentables, como la sacarosa o la galactosa, y frente al uso de 
otras fuentes de carbono no fermentables cuyo consumo requiere la activación del 
metabolismo respiratorio, como el etanol y el glicerol. La preferencia de metabolizar 
fermentativamente la glucosa, incluso en condiciones aeróbicas, se conoce como efecto 
Crabtree. Esta especialización metabólica de S. cerevisiae conlleva un mecanismo dual: la 
detección de glucosa y la detección de otras fuentes de carbono, junto con los mecanismos de 




mecanismos necesarios para la captación y el uso de glucosa y reprimirse los correspondientes 
mecanismos para otras fuentes de carbono, mientras que en ausencia de la misma deben 
desreprimirse estos últimos para permitir el uso de fuentes de carbono fermentables 
alternativas y, en ausencia de éstas, de fuentes no fermentables. Así, la respuesta a la fuente 
de carbono se produce principalmente a través de dos rutas de señalización: la ruta 
Ras/cAMP/PKA, que responde principalmente a la disponibilidad de glucosa, y la ruta SNF1, 
que responde al tipo de fuente de carbono presente en el medio.  
6.1.1. Ruta Ras/cAMP/PKA 
La ruta Ras/cAMP/PKA (Figura 3) es la principal via de señalización de fuente de carbono, 
respondiendo fundamentalmente a la disponibilidad de glucosa, para reprimir los mecanismos 
de respuesta a estrés y estimular el metabolismo y la proliferación celular (Thevelein et al., 
2000).  
La proteína quinasa A (PKA) es una serina/treonina proteína quinasa conservada en todos 
los eucariotas. En su estado inactivo es un heterotetrámero formado por dos subunidades 
catalíticas, para las que existen tres posibles genes codificantes (TPK1, TPK2 y TPK3), y dos 
subunidades reguladoras iguales codificadas por el gen BCY1. Su activación depende de cAMP, 
que se une a las subunidades reguladoras de la proteína Bcy1p y alivia su efecto inhibitorio 
liberando a las subunidades catalíticas para que lleven a cabo sus funciones. Las subunidades 
catalíticas, aunque son redundantes, presentan funciones específicas diferentes (Robertson y 











Figura 3. Ruta de señalización de nutrientes Ras/cAMP/PKA en respuesta a la disponibilidad de 
glucosa. Modificado de Peeters et al., 2017. 
La ruta Ras/cAMP/PKA se basa en un sistema dual de detección de glucosa: la proteína 
Gpr1p o las proteínas Ras. El primer mecanismo detecta la glucosa extracelular a través de la 
proteína Gpr1p, un receptor acoplado a proteína G, y su proteína asociada Gpa2p. La unión de 
GTP a la proteína Gpa2p da lugar a la forma activa del complejo, el cual estimula a la adenilato 
ciclasa para la producción de cAMP (Kraakman et al., 1999). La hidrólisis de GTP está catalizada 
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por la proteína Rgs2p (Versele et al., 1999). El segundo mecanismo implica a las proteínas 
Ras1/2p y parece dispararse debido a señales intracelulares procedentes de la glicólisis. Las 
proteínas de unión a GTP Ras1p y Ras2p estimulan a la adenilato ciclasa mediante interacción 
directa cuando presentan GTP unido (Toda et al., 1985). La activación de las proteínas Ras 
viene determinada por la actividad de las proteínas Cdc25p/Sdc25p mientras que el cambio a 
GDP y, por tanto, su inactivación, está catalizado por las proteínas Ira1/2p. 
Independientemente del mecanismo de detección de glucosa, su presencia produce un pico de 
acumulación de cAMP como consecuencia de la activación de la adenilato ciclasa, codificada 
por el gen CYR1. Los niveles de cAMP vienen determinados por el equilibrio entre la síntesis de 
cAMP, catalizada por la adenilato ciclasa Cyr1p, y la degradación de cAMP, catalizada por las 
fosfodiesterasas Pde1p y Pde2p, de alta y baja afinidad respectivamente.  
Las dianas de PKA engloban procesos muy diversos, desde enzimas que forman parte de la 
glicólisis y gluconeogénesis y proteínas implicadas en el metabolismo de disacáridos y 
polisacáridos, hasta factores de transcripción que regulan la respuesta a estrés y la biogénesis 
de ribosomas (Busti et al., 2010). Por eso se conoce a PKA como regulador central del estado 
metabólico y transcripcional de la célula (Zaman et al., 2008). 
La activación de PKA en presencia de glucosa promueve el crecimiento y la división celular 
inhibiendo, de manera dependiente de fosforilación, a las proteínas quinasas Rim15p y Yak1p 
(Lee et al., 2008) y a sus proteínas efectoras directas Gis1p y Msn2/4p-Hsf1p, respectivamente. 
La inactivación por fosforilación de los factores de transcripción de respuesta general a estrés 
Msn2/4p, que inducen la expresión de genes que poseen el elemento STRE (Stress Response 
Element) en su promotor, permite a PKA regular el crecimiento, la acumulación de glucógeno y 
la respuesta general a estrés (Smith et al., 1998). Igual que otras rutas de señalización por 
nutrientes, como TOR (Pedruzzi et al., 2003), PKA también regula la entrada en la fase 
estacionaria mediante la inhibición de la proteína Rim15p, proteína quinasa esencial para la 
parada del ciclo celular en G1 como consecuencia del ayuno de nutrientes. Por otra parte, PKA 
controla la biogénesis de ribosomas a través del factor transcripcional Sfp1p, igual que la ruta 
TOR/Sch9p (Marion et al., 2004). Además del control de la expresión génica y de la síntesis de 
proteínas, PKA también es capaz de modular directamente la actividad de ciertas enzimas 
metabólicas implicadas en la glicólisis, como la fructosa-1,6-bisfosfatasa (Peeters et al., 2017), 
la 6-fosfofructo-2-quinasa (Dihazi et al., 2003) y la piruvato quinasa (Portela et al., 2002).  
6.1.2. Snf1p y los mecanismos de represión por catabolito 
La presencia de glucosa en el medio reprime la expresión de genes implicados en la 
utilización de fuentes de carbono alternativas, la gluconeogénesis, la respiración y el ciclo de 
los ácidos tricarboxílicos, en un proceso conocido como represión catabólica por glucosa 
(revisado en Busti et al., 2010; Conrad et al., 2014; Santangelo, 2006). Este mecanismo, 
dependiente en levadura de los represores transcripcionales Mig1p y Adr1p, es controlado por 
la serina/treonina proteína quinasa Snf1p, ortólogo de la subunidad catalítica α de AMPK 
(AMP-activated protein kinase) de mamíferos. 
Snf1p forma parte de un complejo heterotrimérico integrado, además, por la subunidad 
reguladora γ, Snf4p, y una de tres posibles subunidades reguladoras β (Sip1p/Sip2p/Gal83p), 
que determinan la localización subcelular del complejo, Figura 4. A partir de ahora, SNF1 hará 
referencia al complejo formado por Snf1p-Snf4p-Sip1p/Sip2p/Gal83p. En presencia de glucosa, 
las tres subunidades β reguladoras se localizan en el citoplasma. Cuando la concentración de 
glucosa cae por debajo de un umbral, el complejo SNF1-Gal83p se transloca al núcleo donde 




metabolismo respiratorio y el crecimiento filamentoso; el complejo SNF1-Sip1p se transloca a 
la membrana vacuolar y, por último, el complejo SNF1-Sip2p permanece en el citoplasma 
(Vincent et al., 2001). 
 La activación del complejo SNF1 incluye dos pasos: la fosforilación de la proteína Snf1p en 
su residuo de treonina 210 (Thr210) y la interacción entre las proteínas Snf1p y Snf4p, la cual 
bloquea la autoinhibición de Snf1p. La fosforilación de la Thr210 está catalizada por tres 
quinasas de actividad constitutiva, Sak1p, Elm1p y Tos3p, por lo que el estado de fosforilación 
de la proteína Snf1p depende de la fosfatasa implicada en su defosforilación, Glc7p, y su 
subunidad reguladora Reg1p.  
Figura 4. Ruta de señalización de nutrientes SNF1 y ruta retrógrada. Adaptado de Zaman et al., 
2008. 
El complejo SNF1 regula la expresión de genes necesarios para la utilización de fuentes de 
carbono alternativas, como la sacarosa, la maltosa y la galactosa, que son reprimidos por el 
represor transcripcional Mig1p. En condiciones de baja concentración de glucosa, SNF1 
fosforila directamente a dicho factor transcripcional (Treitel et al., 1998), una de sus 
principales dianas, provocando su translocación al citoplasma y permitiendo la expresión de 
genes codificantes de enzimas para la utilización de azúcares fermentables alternativos (SUC, 
MAL, GAL). Además, el complejo SNF1 también fosforila a la hexoquinasa Hxk2p, evitando su 
translocación al núcleo donde, en presencia de glucosa, manifiesta una actividad moonlighting 
de represor transcripcional al unirse al represor Mig1p y mantenerlo en el núcleo (Fernández-
García et al., 2012; Vega et al., 2016).  
El complejo SNF1 también responde al estrés ambiental a través de su factor transcripcional 
por excelencia, Msn2p. El ayuno de glucosa dispara la defosforilación de Msn2p a través de 
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Glc7p y, por tanto, su translocación al núcleo donde se une a secuencias STRE en los 
promotores de genes de respuesta a estrés e induce su expresión. El complejo SNF1 también 
presenta activadores transcripcionales como dianas directas, siendo los más importantes 
Cat8p y Sip4p, que se unen a secuencias CSRE (Carbon Source Response Elements) para inducir 
la expresión de genes de respuesta a fuente de carbono. Ambos factores controlan la 
expresión de genes gluconeogénicos, del ciclo del glioxilato y del metabolismo respiratorio en 
respuesta al ayuno de glucosa. El metabolismo del etanol y la oxidación de ácidos grasos 
también resultan inducidos por Snf1p a través del factor transcripcional Adr1p (Ratnakumar 
et al., 2009; Ratnakumar y Young, 2010). Snf1p también inactiva, bajo condiciones de baja 
concentración de glucosa, a las fosfatasas Sit4p y Glc7p y, consecuentemente, se produce la 
fosforilación del factor de inicio de la traducción eIF2α. Todo ello reduce la formación de 
complejos ternarios y una bajada de la traducción general (Cherkasova et al., 2010), como se 
detallará más adelante. Además, también afecta a genes implicados en el remodelamiento de 
la cromatina, en concreto, a la acetilación de la histona H3 presente en los promotores de los 
genes HXT2/4, todo ello a través del reclutamiento del complejo SAGA (van Oevelen, 2006). 
Mutantes de deleción en IRA1/2 o en la subunidad reguladora Bcy1p de PKA, que presentan 
activada la ruta Ras/cAMP/PKA, muestran una reducción parcial de la actividad de la ruta 
SNF1. Por el contrario, mutantes de deleción en el gen del receptor de glucosa Gpr1p, que 
forma parte del sistema dual de detección de Ras/cAMP/PKA, presentan activación de Snf1p. 
Como consecuencia, siempre se ha considerado que la activación de ambas rutas produce 
efectos antagónicos. La proteína quinasa Sak1p, encargada de la fosforilación de Snf1p, 
presenta un motivo de fosforilación por PKA por lo que parece ser una proteína diana de la 
ruta Ras/cAMP/PKA (Barrett et al., 2012). La interacción entre PKA y Snf1p también se produce 
a través de la fosforilación del factor transcripcional Rgt1p, que induce la expresión de los 
transportadores de hexosas (HXT) en respuesta a glucosa (Kim y Johnston, 2006).  
Snf1p también responde frente al ayuno de nitrógeno y la inactivación de la ruta TORC1 
(Orlova et al., 2006) a través de la quinasa Sak1p (Orlova et al., 2010). Ambas rutas también 
convergen en el factor transcripcional Gln3p (ver más adelante), tanto TORC1 como SNF1 
producen su fosforilación en condiciones de baja concentración de glucosa y en ayuno de 
nitrógeno (Bertram et al., 2002).  
6.2. Señalización por Nitrógeno 
S. cerevisiae puede transportar y utilizar una gran variedad de compuestos nitrogenados, 
incluyendo aminoácidos, amonio y bases nitrogenadas. Sin embargo, no todas las fuentes de 
nitrógeno asimilables dan lugar al mismo crecimiento ni tampoco desatan la misma respuesta 
celular. De forma generalizada, las principales fuentes de nitrógeno preferidas para la levadura 
son el amonio, el glutamato y la glutamina mientras que, como no preferidas, se sitúan la 
prolina y la urea. La preferencia de una fuente de nitrógeno respecto de otra es dependiente 
de cepa. Las fuentes de nitrógeno preferidas lo son puesto que, una vez internalizadas, pueden 
usarse directamente en procesos biosintéticos, ser desaminadas para la obtención de amonio 
o bien utilizarse para la transformación de α-cetoglutarato a glutamato, constituyendo así el 
cuerpo central del metabolismo del nitrógeno (Ljungdahl y Daignan-Fornier, 2012).  
El metabolismo del nitrógeno implica una serie de procesos que engloban desde la 
detección por el sistema SPS (formado por las proteínas Ssy1p/Ptr3p/Ssy5p), su transporte y su 
señalización, hasta el catabolismo y el anabolismo de las moléculas nitrogenadas. Las rutas 




(NCR, Nitrogen Catabolite Repression), el control general de aminoácidos (GAAC, General 
Amino Acid Control) y la respuesta retrógrada (RTG).  
6.2.1. Ruta TOR 
La ruta TOR (Target of Rapamycin), conservada desde levaduras hasta mamíferos, regula y 
controla los recursos celulares en función de la disponibilidad de nutrientes, principalmente 
nitrógeno. La inactivación de TOR produce una gran cantidad de cambios metabólicos, 
transcripcionales y de crecimiento, siendo el más conocido el aumento de la longevidad 
cronológica.  
A diferencia de otros eucariotas, S. cerevisiae presenta dos genes codificantes de quinasas 
TOR, TOR1 y TOR2. Ambos codifican proteínas de gran tamaño (282 kDa) que comparten un    
67 % de homología y pertenecen a la familia de las fosfatidilinositol proteína quinasas. Tor1p y 
Tor2p son las principales proteínas de dos complejos proteicos reguladores conocidos como 
TORC1 y TORC2. TORC1 está formado por Kog1p, Lst8p, Tco89p y por Tor1p o por Tor2p, 
mientras que en TORC2 participa exclusivamente Tor2p junto con las proteínas Lst8p, Avo1-3p 
y Bit6p. Existen diferencias tanto en composición como en función entre los dos complejos de 
TOR. El complejo TORC1 está implicado en la detección, consumo y metabolismo de 
nutrientes, en el inicio de la traducción, la biogénesis de ribosomas, la función mitocondrial, la 
longevidad y la autofagia (Loewith y Hall, 2011; Loewith et al., 2002). En contraposición, el 
complejo TORC2 regula la síntesis de la pared celular, el citoesqueleto de actina, la endocitosis 
y la síntesis de esfingolípidos. En resumen, el complejo TORC1 controla temporalmente el 
crecimiento celular mientras que el complejo TORC2 lo controla espacialmente (revisado en 
Gonzalez y Rallis, 2017).  
Los mecanismos por los cuales TOR regula la síntesis de ribosomas y proteínas y el 
metabolismo son muy diversos (Figura 5). Ciertos procesos como la síntesis de ribosomas y 
proteínas están mediados por TORC1 a través de la proteína quinasa Sch9p (Urban et al., 
2007), mientras que otros procesos, relacionados con el metabolismo y respuesta a estrés, 
parecen ser dependientes de las fosfatasa PP2A, Sit4p y Pph21/22p (Beck y Hall, 1999; 
Boeckstaens et al., 2015; Santhanam et al., 2004). Sch9p es una proteína quinasa de la familia 
de las proteína quinasas AGC, ortólogo a PKB/Akt de mamíferos. Es el sustrato de fosforilación 
de TORC1 mejor caracterizado pero no el único. Además, parece que no sólo actúa a través del 
complejo TORC1 sino también de forma independiente (Smets et al., 2008). Por ejemplo, 
inhibe la actividad de la proteína quinasa PKA regulando la localización y fosforilación de Bcy1p 
(Zhang et al., 2011). También está implicada en la biogénesis de ribosomas, el inicio de la 
traducción, el control del tamaño celular y la división celular en respuesta a la disponibilidad 
de nutrientes. En condiciones de ayuno de nitrógeno, la inhibición de TORC1 produce, a través 
de la proteinquinasa Sch9p, la detención de la síntesis de ribosomas y proteínas; mientras que 
la fosfatasa PP2A se activa favoreciendo la síntesis de aminoácidos y asimilación de nitrógeno 
vía Npr1p, Gln3p, Rtg1/3p y otros factores, así como la respuesta a estrés ambiental a través 
de Msn2p/Msn4p y la autofagia vía Atg1p.  
La distribución de Tor1p entre el citosol y el núcleo parece ser elemento clave para la 
inducción de la síntesis del rRNA 35S, ya que en condiciones de crecimiento la proteína Tor1p 
se une al promotor de rDNA 35S (Li et al., 2006). El complejo TORC1 también regula, a través 
de la proteína quinasa Sch9p, la biogénesis de ribosomas induciendo la activación del activador 
transcripcional Sfp1p (Marion et al., 2004). 




Figura 5. Estructura y función de TORC1. Las quinasas se muestran en azul, los factores 
transcripcionales en rojo y las fosfatasas en verde. Procedente de Hughes Hallett et al., 2014. 
En condiciones de crecimiento, el complejo TORC1 inhibe la actividad de factores 
transcripcionales implicados en la represión catabólica por nitrógeno (Gat1p, Gln3p), la 
respuesta retrógrada (Rtg1p, Rtg3p) y la respuesta a estrés (Msn2p, Msn4p) y promueve la 
biogénesis de ribosomas (Fhl1p, Spf1p). Parte de estos cambios en los factores 
transcripcionales están mediados por procesos de fosforilación que alteran la localización de 
dichos factores. Los eventos de defosforilación son llevados a cabo por las fosfatasas Sit4p y 
Pph21/22p (PP2A, Figura 5). Cuando TORC1 está activo promueve la fosforilación de la 
proteína Tap42p y, por tanto, su unión a las fosfatasas Sit4p y Pph21/22p inactivando la 
actividad fosfatasa de dichas enzimas (Busti et al., 2010; Jiang y Broach, 1999).  
Como se ha comentado anteriormente, el grueso de la fermentación alcohólica se realiza 
en estado estacionario, donde las células no se dividen pero están activas metabólicamente. 
Por ello, la rama del metabolismo regulado por el complejo TORC1 en condiciones de 
vinificación es de gran importancia ya que permite investigar los cambios que están 
experimentando las células, Figura 5. Trabajos previos en nuestro laboratorio han demostrado 
que a día 4 de fermentación en mosto sintético no se detectan polisomas indicando que no 
hay traducción global activa, por lo que se espera que la rama por debajo de TORC1 controlada 
por Sch9p se encuentre inhibida.  
En ausencia de nitrógeno, TORC1 induce la expresión de permeasas de aminoácidos con el 
objetivo de aumentar la captación de fuentes de nitrógeno, induciendo la fosforilación de la 
proteína Par32p (Phosphorylated After Rapamycin), Figura 5. Su fosforilación es dependiente 
del complejo TORC1 a través de la quinasa Npr1p. En presencia de fuente de nitrógeno 
preferida, TORC1 inhibe a la quinasa Npr1p mediante su defosforilación a través de las 
fosfatasas Psr1/2p, por lo que Par32p no se fosforila (Boeckstaens et al., 2015; Varlakhanova 
et al., 2018).  
Rps6p, subunidad ribosomal perteneciente a la subunidad 40S y susceptible de 
fosforilación, es la proteína ribosomal mejor estudiada (Gressner y Wool, 1974). Su 




sitios conservados en las posiciones Ser232/233, que corresponden a las Ser235/236 en 
mamíferos. La fosforilación de Rps6p es sensible a nutrientes, hormonas, factores de 
crecimiento y a una gran variedad de estreses (Meyuhas, 2008). La proteína Rps6p es 
fosforilada tanto por TORC1 vía Ypk3p como por TORC2 vía Ypk1p/Ypk2p; y su defosforilación 
es dependiente de la fosfatasa Glc7p/Schp1p (González et al., 2015; Yerlikaya et al., 2016), 








Figura 6. Fosforilación de Rps6p de manera dependiente de TORC1 y TORC2. Procedente de 
Yerlikaya et al., (2016).  
La inhibición del complejo TORC1 conlleva una parada en el crecimiento y la división celular, 
una activación de los mecanismos de protección celular y la acumulación de carbohidratos de 
reserva (Powers et al., 2006). Toda esa reprogramación celular conduce a un aumento de la 
longevidad cronológica; de gran importancia puesto que dicha ruta está conservada en 
mamíferos.  
Tanto los genes relacionados con el crecimiento, como por ejemplo enzimas metabólicas 
principales o proteínas ribosomales, como los relacionados con respuesta a estreses parecen 
responder a la fuente de carbono y a la de nitrógeno. La fuente de carbono regula la expresión 
de estos genes a través de la ruta Ras/cAMP/PKA mientras que la fuente de nitrógeno lo hace 
a través de la ruta TOR/Sch9p (Busti et al., 2010). Sin embargo, ambas rutas comparten 
numerosas dianas (Maf1p, Fhl1p, Sfp1p, Msn2/4p). La inhibición del complejo TORC1 
mediante ayuno de nitrógeno o rapamicina también induce la fosforilación de la proteína 
Snf1p (Orlova et al., 2006); e incluso comparten algunas proteínas diana como Sch9p, Npr1p o 
Rtg3p.  
6.2.2. Represión catabólica por nitrógeno  
Las levaduras adaptan su metabolismo y crecimiento en función de la fuente de nitrógeno 
disponible a través de la represión catabólica por nitrógeno (NCR, Nitrogen Catabolite 
Repression). Este mecanismo permite que, en ausencia de una fuente de nitrógeno preferida, 
se induzca la expresión de genes necesarios para el uso de otras fuentes de nitrógeno no tan 
preferidas y viceversa, en presencia de amonio o glutamina, se reprimen los genes que 
codifican las proteínas necesarias para la captación y el uso de fuentes de nitrógeno pobres. 
Así pues, la NCR asegura la supervivencia de la levadura en función de la fuente de nitrógeno 
presente en el medio.  
La NCR está regulada principalmente por cuatro factores transcripcionales tipo GATA: dos 
activadores (Gln3p y Gat1p) y dos represores (Dal80p y Gzf3p). Se caracterizan por un dedo de 
zinc que permite unirse a secuencias 5’-GATA-3’ presentes en los promotores de los genes 
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regulados por NCR. La regulación de estos factores de transcripción en función de la fuente de 
nitrógeno presente en el medio se realiza a través de su localización subcelular; sin embargo, 
el mecanismo molecular que subyace a dicha localización todavía no se ha identificado para 
todos los factores. Los activadores Gat1p y Gln3p inducen la expresión de alrededor de            
90 genes implicados en la captación de fuentes de nitrógeno pobres (Scherens et al., 2006). 
Godard y colaboradores (2007) identificaron nuevos genes diana regulados por NCR, entre los 
que cabe destacar el activador transcripcional del GAAC Gcn4p, el transportador de péptidos 
de membrana Ptr2p y el regulador de permeasas de nitrógeno Npr2p, conectando así la NCR 
con las rutas TORC1 y GAAC.  
En presencia de fuentes preferidas de nitrógeno, los activadores transcripcionales GATA 
(Gln3p y Gat1p) son citoplasmáticos y en su forma fosforilada se encuentran unidos a la 
proteína represora Ure2p (Blinder et al., 1996; Cunningham et al., 2000), Figura 7. En ayuno de 
nitrógeno, se produce la defosforilación y la translocación al núcleo donde ambos activadores 
inducen la expresión de genes NCR (Beck y Hall, 1999). Bertram et al., (2002) demostraron que 
la fosforilación de Ure2p se produce por acción del complejo Tap42p-Sit4p de manera 
dependiente del complejo TORC1. 
La expresión de Gln3p es constitutiva y no dependiente de NCR (Georis et al., 2009); sin 
embargo, la expresión de Gat1p es más complicada. La transcripción del gen GAT1 presenta 
alternativas tanto en el punto de inicio como en el de terminación, de manera que pueden 
obtenerse distintas isoformas de Gat1p, con inicio en las metioninas 40, 95 o 102, que no 
responden a NCR; sin embargo, el transcrito que genera la terminación prematura de Gat1p en 
la serina 233 está altamente controlado por la fuente de nitrógeno, siendo su abundancia más 
alta en medios con prolina que con glutamina (Georis et al., 2015; Rai et al., 2014).  
Tanto la rapamicina (inhibidor de TORC1) como la metionina sulfoximina (MSX, inhibidor de 
la glutamina sintetasa) (ver más adelante), producen la translocación de Gln3p al núcleo; sin 
embargo, sus efectos en la fosforilación de Gln3p son opuestos; mientras que la rapamicina 
produce la defosforilación, el MSX produce un aumento de la fosforilación (Tate et al., 2009). 
Todo ello indica que la regulación de la actividad de Gln3p depende del ayuno causado. Gat1p 
también se transloca al núcleo en presencia de fuentes de nitrógeno no preferidas o en 
presencia de rapamicina (Kulkarni et al., 2006; Tate et al., 2015), pero dicha translocación 
parece ser independiente de Ure2p (Georis et al., 2009) y, por tanto, el mecanismo de su 
translocación parece divergir del de Gln3p. Además, el MSX presenta un efecto opuesto en la 
localización de las proteínas Gln3p y Gat1p; mientras que MSX induce la translocación de 
Gln3p al núcleo, no lo hace para Gat1p (Kulkarni et al., 2006). Hasta ahora no se ha 
demostrado una relación entre el estado de fosforilación de la proteína Gat1p y la fuente de 
nitrógeno, aunque sí se ha relacionado con fuente de carbono (Kulkarni et al., 2006) 
Muchos estudios indican que la forma activa del activador Gln3p es la defosforilada, pues 
esa es la forma que se localiza en el núcleo y actúa como activador transcripcional para los 
genes NCR. Sin embargo, Tate et al., (2005) demostraron que la metionina sulfoximina 
(inhibidor de la glutamina sintetasa) aumentaba la fosforilación de la proteína Gln3p lo que 
daba lugar a una localización nuclear y una activación de la proteína. Este trabajo sugiere que 














Figura 7. Interconexión entre la ruta TORC1 y NCR a través de los factores transcripcionales 
Gln3p y Gat1p. Procedente de Zhang et al.,(2018).  
6.2.3. Control general de aminoácidos 
La ausencia de uno o varios aminoácidos en el medio produce la activación del control 
general de aminoácidos (GAAC, General Amino Acid Control) en S. cerevisiae, y con ello, una 
parada global de la traducción mientras que induce, a través del factor transcripcional Gcn4p, 
la expresión de 57 genes implicados en la biosíntesis de aminoácidos, en la reestructuración de 
la señalización de fuente de nitrógeno y en la biosíntesis de purinas (Kubota et al., 2003; 
Magazinnik et al., 2005).  
Además de la carencia de aminoácidos, todo cambio en las condiciones de cultivo que 
produzca niveles elevados de tRNAs descargados y activación de la proteína quinasa Gcn2p, 
dará lugar a la activación del GAAC, lo que podría explicar que se active en condiciones de 
ayuno de glucosa, en crecimiento en fuentes de carbono no fermentables como el etanol, 
frente al estrés salino o en presencia de rapamicina (revisado en Hinnebusch, 2005). 
El componente principal de la ruta GAAC es el factor transcripcional Gcn4p, que induce la 
expresión de genes implicados en las rutas biosintéticas de aminoácidos, en la síntesis de 
vitaminas, compuestos peroxisomales, proteínas mitocondriales, autofagia y homeostasis del 
glucógeno (Natarajan et al., 2002). Gcn4p es un activador transcripcional que se une a las 
secuencias GA(C/G)TCA presente en los promotores de los genes de respuesta a GAAC, 
induciendo su transcripción. La activación de la proteína quinasa Gcn2p como consecuencia de 
la acumulación de tRNAs descargados produce la fosforilación de la subunidad α del factor de 
iniciación eucariótico eIF2 impidiendo que se produzca el intercambio de GDP por GTP 
mediado por eIF2B (Figura 8). Como consecuencia, disminuye la formación de complejos 
ternarios formados por tRNA-Met, eIF2 y GTP, y con ello, una parada en la traducción global. 
Aunque la reducción en los complejos ternarios como consecuencia de la fosforilación de la 
proteína quinasa Gcn2p conlleva una inhibición general de la traducción, la traducción del 
factor transcripcional Gcn4p aumenta específicamente (Yang et al., 2000). Ello es debido a la 
presencia de 4 pautas abiertas de lectura cortas, siendo únicamente la última la que da lugar al 
transcrito del gen GCN4. Cuando la fuente de nitrógeno es óptima, los niveles elevados de 
complejos ternarios favorecen el inicio de la traducción en la primera pauta de lectura, 
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disminuyendo así la probabilidad de obtener el mRNA del gen GCN4. Sin embargo, en 
condiciones de ayuno de nitrógeno, los niveles altos de tRNAs descargados producen la 
fosforilación de la proteína Gcn2p y, por consiguiente, la disminución de los complejos 
ternarios; esa disminución permite que la subunidad 40S siga hasta la cuarta pauta de lectura 
y, por tanto, se traduzca Gcn4p. 
La actividad de Gcn2p también está regulada directamente por fosforilación dependiente 
del complejo TORC1. TORC1, a través de la fosfatasa Sit4p-Tap42p, fosforila la Ser577 de 
Gcn2p disminuyendo así la traducción global pero favoreciendo la traducción de Gcn4p 
(Cherkasova y Hinnebusch, 2003; Staschke et al., 2010; Valenzuela et al., 2001). La regulación 
es en ambos sentidos ya que, bajo ayuno de aminoácidos, Gcn2p disminuye la actividad de 
TORC1 fosforilando directamente a la proteína Kog1p (Yuan et al., 2017). Snf1p también está 
relacionado con la fosforilación de Gcn2p. En ayuno de glucosa, Snf1p inhibe a las fosfatasas 
Sit4p y Glc7p encargadas de la defosforilación de eIF2α, como consecuencia se mantiene su 
fosforilación incrementando así los niveles de la proteína Gcn4p (Cherkasova et al., 2010). Así, 
Snf1p actúa de forma contraria a TORC1, bloqueando la traducción y estimulando la síntesis de 
aminoácidos. Otra de las rutas implicadas en la traducción de Gcn4p es la ruta Ras/cAMP/PKA 
debido a que la activación de las proteínas Ras aumenta los niveles de Gcn4p (Engelberg et al., 
1994).  
El GAAC también está implicado en los niveles de nitrógeno en la célula a través del 
catabolismo de las proteínas para la obtención de aminoácidos a través de la autofagia 
(revisado en Hinnebusch, 2005; Zhang et al., 2018). Mutantes deficientes en proteínas 
relacionadas con la autofagia no son capaces de mantener niveles intracelulares adecuados de 
aminoácidos lo que podría explicar, en parte, la importancia de la autofagia en el reciclado de 











Figura 8. Regulación a través de la ruta GAAC. Regulación de la traducción de los genes 
controlados por la NCR a través del GAAC (A). Regulación de los niveles intracelulares de Gcn4p, 
incluyendo su conexión con la ruta TORC1 (B). PIC: Complejo preiniciador (PreInitiation 
Complex). Procedente de Zhang et al., (2018). 
6.2.4. Respuesta retrógrada  
En condiciones de baja concentración de nitrógeno, las levaduras inducen la expresión de 
genes que codifican enzimas del ciclo de los ácidos tricarboxílicos (TCA) con el objetivo de 
utilizar intermediarios del ciclo como precursores para la obtención de aminoácidos. Sin 
embargo, la expresión de estas enzimas se ve inhibida por la glucosa, ya que en presencia de 
ésta la levadura opta por la fermentación y no la respiración oxidativa. Este proceso se regula a 
través de la ruta retrógrada (RTG, Retrograde pathway), que proporciona una vía de 
asimilación de fuentes de nitrógeno pobres, además de glutamato en ausencia de función 
mitocondrial y, por tanto, de respiración. También está implicada en la regulación del ciclo del 
glioxilato, de la β-oxidación de ácidos grasos y de la síntesis de lisina (Zaman et al., 2008).  
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La ruta RTG está formada por cuatro reguladores positivos (Rtg1/2/3p y Grr1p) y cuatro 
reguladores negativos (Mks1p, Bmh1/2p y Lst8), Figura 9. Cuando la mitocondria está activa y 
la fuente de nitrógeno es adecuada, los factores transcripcionales Rtg1/3p son citoplasmáticos; 
por el contrario, cuando se produce una disfunción mitocondrial o un ayuno de nitrógeno, su 
translocación al núcleo induce la expresión de genes diana. La regulación de la localización 
núcleo/citoplasma de los componentes Rtg1/3p es muy compleja e implica a las proteínas 
Mks1p, Rtg2p y Bmh1/2p, principalmente. Rtg1p y Rtg3 forman un activador transcripcional 
heterotrimérico cuya localización es regulada por otros componentes de la ruta RTG. En 
condiciones de crecimiento, Mks1p es fosforilado por TORC1 causando su unión a las proteínas 
Bmh1/2p y reteniendo a Rtg1/3p en el citoplasma. Sin embargo, cuando las condiciones no son 
favorables, Rtg2p compite con Bmh1/2p por la unión a Mks1p, lo que libera a Rtg1/3p y 
favorece su translocación al núcleo (Dilova et al., 2002, 2004). A su vez, Mks1p es regulado por 
la proteína Grr1p, que provoca su ubiquitinización y, por tanto, su degradación. Otro de los 
reguladores negativos es Lst8p, que forma parte de TORC1 y, por tanto, hace que la RTG sea 












Figura 9. Ruta retrógrada de señalización de nutrientes y sus principales efectores. Procedente 
de Liu y Butow, 2006.  
6.3. Interacción entre rutas de señalización por nitrógeno y carbono  
Aunque cada ruta de señalización de nutrientes responde principalmente a un nutriente 
específico, es lógico pensar que debe existir una relación entre las diversas rutas para poder así 
detectar, señalizar y responder de manera más precisa y rápida a las condiciones ambientales 
en las que se encuentra la levadura. De especial importancia es conocer las dianas en las 
cuales convergen las diferentes rutas de señalización para poder entender mejor el proceso 













Figura 10. Interconexión entre las principales rutas de señalización de nutrientes y sus efectores 
diana. Los colores de las flechas facilitan la visualización de las relaciones entre las rutas. Las 
flechas (→) indican activación y las líneas (—|) inhibición. Procedente de Rødkaer y Faergeman, 
2014.  
Los factores transcripcionales de respuesta general a estrés Msn2/4p resultan reprimidos 
por las rutas TORC1, PKA y SNF1. Tal y como se ha comentado anteriormente, en presencia de 
nutrientes estas vías promueven la división y el crecimiento celular; sin embargo, en su 
ausencia inducen la respuesta a estrés a través de los factores Msn2/4p (Beck y Hall, 1999; 
Santhanam et al., 2004). Otro de los ejemplos es la regulación del factor transcripcional Gln3p. 
Según Bertram et al., (2002), las rutas TORC1 y SNF1 convergen en Gln3p. Tanto la inhibición 
de TORC1 como Snf1p inducen la translocación de la proteína Gln3p al núcleo donde se 
inducen genes dependientes de NCR; sin embargo, los mecanismos de translocación difieren. 
La fosforilación de Gln3p mediada por TORC1 reprime la translocación al núcleo mientras que 
la fosforilación por parte de Snf1p la induce. El activador transcripcional Gat1p también es 
fosforilado de manera dependiente de Snf1p en condiciones de limitación de glucosa (Kulkarni 
et al., 2006). La proteína quinasa Rim15p está implicada en la proliferación celular en 
respuesta a nutrientes, en concreto, en la entrada en la fase estacionaria. Tanto Sch9p como 
PKA inhiben la fosforilación de Rim15p, evitando así la entrada en fase estacionaria (Roosen 
et al., 2005). Además, la convergencia en la proteína Rim15p parece influir en la disyuntiva 
entre crecimiento fermentativo y respiratorio (Olivares-Marin et al., 2018). La proteína Sfp1p 
es  responsable de la expresión de proteínas ribosomales que también se encuentra regulada 
positivamente por la ruta TORC1 y PKA (Marion et al., 2004), como se ha comentado 
anteriormente. En condiciones de crecimiento adecuadas, la proteína Sfp1p se mantiene en el 
núcleo, donde induce la transcripción de genes ribosomales; en condiciones desfavorables 
para el crecimiento, tanto PKA como TORC1, de manera independiente, favorecen la salida de 
Sfp1p del núcleo, inhibiendo así la expresión de dichos genes.  
Dado que la mayor parte de los estudios de señalización de nutrientes en S. cerevisiae se 
han realizado por ser un organismo modelo de eucariotas superiores, siempre se han utilizado 
cepas de laboratorio. Sin embargo, diversos estudios han demostrado que las cepas vínicas 
difieren fisiológica y molecularmente de las cepas de laboratorio (Borneman et al., 2008; 
Jiménez-Martí et al., 2011; Pizarro et al., 2008). Las cepas vínicas se han aislado del medio 
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ambiente por su capacidad fermentativa frente a condiciones ambientales adversas; mientras 
que el objetivo del uso de cepas de laboratorio es obtener un crecimiento rápido y constante 
en medios ricos. Por todo ello, es importante el estudio de las rutas de señalización de 
nutrientes en cepas vínicas y en condiciones de vinificación para discernir qué ramas son 
relevantes en estas condiciones y qué características son las más beneficiosas para su 
aplicación industrial.  
6.4. Inhibidores químicos de las rutas de señalización por nutrientes 
El uso de inhibidores químicos de las rutas de señalización de nutrientes es una 
herramienta muy útil para estudiar la función global de determinadas rutas metabólicas a 
través de los cambios metabólicos, genéticos o celulares que causan. Además, evita el uso de 
mutantes de deleción en proteínas diana clave cuyo fenotipo en numerosas ocasiones no 
puede analizarse debido a la letalidad, baja viabilidad, poco crecimiento o efectos 
pleiotrópicos.  
La rapamicina es un macrólido antifúngico e inmunosupresor que, usado en 
concentraciones milimolares, inhibe directamente al complejo TORC1 pero no a TORC2. La 
unión de la rapamicina a su proteína de unión, Fpr1p, permite la formación del complejo 
Fpr1p-Rapamicina que es capaz de unirse a TORC1 produciendo su inhibición (Koser et al., 
1993; Lorenz y Heitman, 1995). El complejo Fpr1p-Rapamicina no puede unirse a TORC2 y, 
como consecuencia, este complejo es insensible a dicho inhibidor (Loewith et al., 2002). Fap1p 
es una proteína que compite con la proteína Fpr1p por su unión a la rapamicina (Kunz et al., 
2000); por lo que un mutante fap1Δ es más sensible a rapamicina mientras que el mutante 
fpr1Δ es más resistente. Numerosos trabajos muestran que el fenotipo causado por la 
rapamicina, aunque similar en ciertos aspectos, como por ejemplo el aumento de la 
longevidad, difiere del causado por el ayuno de nitrógeno, que causa también la reducción de 
actividad de TORC1 (Kulkarni et al., 2006; Rai et al., 2015; Tate et al., 2009, 2015). La cafeína 
también es capaz de inhibir únicamente a TORC1 (Loewith y Hall, 2011; Wanke et al., 2008) 
Otro de los inhibidores químicos más utilizados para el estudio de la respuesta al ayuno de 
nutrientes es la L-metionina sulfoximina, que inhibe específicamente la glutamina sintetasa 
produciendo un ayuno de glutamina. Crespo et al., (2002) demostraron que el MSX induce la 
translocación de los factores transcripcionales Gln3p, Rtg1p y Rtg3p al núcleo induciendo la 
expresión de genes implicados en la captación y uso de otras fuentes de nitrógeno o bien la 
síntesis de precursores para la obtención de nitrógeno y la respuesta retrógrada. Sin embargo, 
el ayuno de glutamina producido por MSX no induce la activación de otros factores por debajo 
como Gat1p o los factores de respuesta general a estrés Msn2p y Msn4p. MSX solo afectaría a 
parte de los factores transcripcionales regulados por TORC1 indicando que es capaz de 
diferenciar entre distintas fuentes de nitrógeno.  
El sulfometurón metil (SM) es un inhibidor de la acetolactato sintetasa (ALC), implicada en 
la síntesis de aminoácidos de cadena ramificada. Análisis transcriptómicos realizados en 
presencia de SM muestran una represión de genes implicados en el metabolismo de los 
carbohidratos, síntesis de nucleótidos y asimilación de azufre junto con una inducción de 
transportadores de azúcares y genes para la síntesis de ergosterol (Jia et al., 2000), respuesta 
transcripcional parecida a la producida como consecuencia de la inhibición de TORC1.  
También hay inhibidores químicos que permiten evaluar el metabolismo del carbono. Es el 
caso de la 2-desoxiglucosa (2DG) y la glucosamina (GlcN), análogos no metabolizables de la 




señales positivas de la presencia de glucosa, pero no son metabolizables y, por tanto, no 
sustentan el crecimiento de S. cerevisiae. En su presencia, S. cerevisiae no puede metabolizar 
fuentes de carbono alternativas a la glucosa, como el glicerol o la sacarosa, y no se observa 
crecimiento. Las cepas que son más resistentes a la 2DG o GlcN, es decir, que pueden usar 
fuentes de carbono alternativas a la glucosa en su presencia, presentan una regulación 
anómala de la represión por glucosa. Algunos autores proponen que la resistencia a la 
glucosamina está relacionada con la presencia del prión [GAR+] (Brown y Lindquist, 2009). 
La 2DG puede ser fosforilada por la hexoquinasa pero no es sustrato de la fosfoglucosa 
isomerasa, paso limitante en la glicólisis. La acumulación de 2DG fosforilada es tóxica en la 
célula como consecuencia de las modificaciones inducidas en los transportadores de glucosa y 
en su degradación (O’Donnell et al., 2015). Como consecuencia, se produce un ayuno celular 
de ATP, la activación de la autofagia, de la respuesta a proteínas mal plegadas (UPR, Unfolded 
Protein Response) y una activación de Snf1p. Un mutante de deleción en SNF1 tiene una 
elevada sensibilidad a 2DG. La activación de Snf1p, como consecuencia de la adición de 2DG, 
no induce la fosforilación de su factor de transcripción principal, Mig1p, paso importante en la 
respuesta frente al ayuno de glucosa (McCartney et al., 2014).  
Por otro lado, la presencia de un grupo amino en la GlcN (2-amino-2-desoxiglucosa) impide 
su fosforilación por la hexoquinasa, por lo que el fenotipo causado difiere del observado para 
la 2DG. Algunos autores (Flores y Gancedo, 2018) afirman que la sensibilidad a la glucosamina 
viene determinada por la ausencia de la enzima glucosamina-6-fosfato desaminasa. La 
expresión de dicha enzima procedente de Yarrowia lipolytica en S. cerevisiae permite el 
crecimiento en presencia de glucosamina como única fuente de carbono y nitrógeno.  
La acción de ciertos compuestos químicos que alteran el metabolismo de las levaduras no 
es un suceso exclusivo del laboratorio, ya que algunos de ellos son utilizados como herbicidas y 
fungicidas. Algunos pesticidas, como Folpet®, aunque se degradan en otros compuestos no 
tóxicos, inhiben por completo la fermentación alcohólica de S. cerevisiae y Kloeckera apiculata 
(Cabras et al., 1997). Sin embargo, otros fungicidas, como la quinoxifenina, no tienen efecto en 
la fermentación alcohólica o maloláctica del vino, incluso a mayores concentraciones de las 
encontradas en uva (Cabras et al., 2000). Gran parte de los pesticidas y herbicidas utilizados 
actualmente pueden encontrarse en las uvas (Česnik et al., 2008; Ying y Williams, 1999), por lo 
que pueden influir en la capacidad fermentativa de la levadura que lleve a cabo la 
fermentación o incluso inhibir el crecimiento de hongos patógenos de la vid, como es el caso 
del glufosinato de amonio (GA) (Albrecht y Kortekamp, 2009), cuya diana de acción es la 
misma que la del compuesto MSX.  
7. Longevidad  
Se entiende como envejecimiento el proceso degenerativo caracterizado por el deterioro 
progresivo de los componentes y la desregulación de los procesos celulares que culmina con la 
muerte y que afecta a todos los organismos conocidos (Sutphin y Kaeberlein, 2011).                   
S. cerevisiae es un organismo modelo que se ha utilizado tanto para el estudio del 
envejecimiento como para la longevidad ya que la mayor parte de los mecanismos que los 
regulan están conservados en mamíferos. Además, como consecuencia de su ciclo celular 
corto, permite la cuantificación de la longevidad en un tiempo relativamente bajo y con gran 
facilidad.  
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Existen dos modelos de longevidad en S. cerevisiae: longevidad replicativa (LR) y longevidad 
cronológica (LC), Figura 11. La LR es el número de células hijas producido por una célula madre 
antes de su senescencia, mientras que la LC es el tiempo que se mantienen las células viables 
en fase estacionaria (Fabrizio, 2001; Fabrizio y Longo, 2008; Kaeberlein, 2006; Longo et al., 
2012,Orozco et al., 2012b). La LR suele medirse separando la célula hija de la madre mediante 
un micromanipulador asociado a un microscopio óptico. Todos los métodos utilizados para la 
determinación de la LC deben realizarse en fase estacionaria, momento en el que algún 
nutriente se encuentra en escasez. Normalmente, se mantienen las células en estado 
estacionario durante varias semanas en el medio de cultivo con los nutrientes ya agotados, y 
se va midiendo la capacidad de las levaduras de formar colonias en placa de medio rico.  
Los mecanismos moleculares que determinan la longevidad han sido ampliamente 
estudiados (revisado en Bitterman et al., 2003; Burtner et al., 2009; Kaeberlein, 2006, 2010; 
Sutphin y Kaeberlein, 2011) y, aunque cada tipo de longevidad se caracteriza por una 
respuesta molecular característica, también existe cierto solapamiento (Longo et al., 2012). 
Por ejemplo, en ambos casos, la restricción dietaria causa un aumento de la longevidad. La 
restricción dietaria es la disminución del aporte de nutrientes sin inducir malnutrición y su 
efecto de extensión de la longevidad opera a través de las rutas de señalización de nutrientes. 
Numerosos estudios han demostrado que el bloqueo de la ruta TOR/Sch9p por deleción de sus 
componentes aumenta la longevidad cronológica (Bonawitz et al., 2007; Powers et al., 2006). 
Incluso la inhibición de TORC1 mediante inhibidores químicos, como la rapamicina o cafeína, 









Figura 11. Modelos de longevidad para S. cerevisiae: longevidad replicativa y longevidad 
cronológica. Procedente de Steinkraus et al., 2008. 
Como consecuencia de la separación asimétrica característica del proceso de división de     
S. cerevisiae, la célula madre retiene la mayor parte del daño asociado al envejecimiento. Los 
ERCs (Extrachromosomal Replicative Circles), moléculas de DNA circulares y autoreplicativas 
que se retienen asimétricamente en la célula madre, son las moléculas que más influencian la 
LR, aunque parece que es la inestabilidad cromosómica lo que causa el envejecimiento. Otros 
factores que disminuyen la LR son: acumulación de yemas, disminución de la difusión de 
nutrientes como consecuencia del aumento del tamaño celular, pérdida de la asimetría, 
mitocondrias y proteínas dañadas (principalmente por el estrés oxidativo) y alteración en la 




Por otra parte, la fase estacionaria se caracteriza por la imposibilidad de entrar de nuevo en 
el ciclo celular por la ausencia de algún nutriente esencial, generalmente la fuente de carbono, 
y, por tanto, las células se mantienen activas metabólicamente pero no se dividen. Como 
consecuencia, los mecanismos moleculares que afectan a la LC están relacionados con la 
acumulación de metabolitos tóxicos y los cambios inducidos en el medio de crecimiento. En 
condiciones de metabolismo fermentativo, se produce la acumulación de etanol y otros 
compuestos secundarios, como el ácido acético, que disminuyen la longevidad como 
consecuencia de su toxicidad (revisado en Burtner et al., 2009; Fabrizio y Longo, 2008; 
Kaeberlein, 2006). Aquellas células capaces de almacenar más hidratos de carbono de reserva, 
como el glucógeno o la trehalosa, presentarán una LC mayor. Durante la fase estacionaria 
también se induce la autofagia con el objetivo de reutilizar componentes celulares básicos que 
permitan el metabolismo celular, por lo que el correcto equilibrio en la autofagia y la síntesis 
proteica garantizarán una mayor supervivencia a lo largo del tiempo.  
Respecto a la fermentación alcohólica del vino, la longevidad cronológica es la que tiene 
mayor impacto. Como se ha comentado anteriormente (apartado 3.1), con la inoculación de 
LSA, el número de divisiones celulares no es muy grande, mientras que gran parte del consumo 
de azúcares se produce en fase estacionaria, donde es de gran importancia que las células se 
mantengan activas metabólicamente, es decir, presenten una longevidad cronológica elevada 
con el objetivo de que puedan finalizar el consumo de azúcares presentes en el mosto. 
Resultados previos en nuestro laboratorio han demostrado la implicación de la 
acetiltransferasa Gcn5p en autofagia, en la longevidad cronológica y en la señalización de 
TORC1 en condiciones de vinificación (Orozco et al., 2012c), donde el efecto es opuesto al 
observado en condiciones de laboratorio. Ya se había descrito anteriormente en condiciones 
de laboratorio la implicación de la proteína Gcn5p en la longevidad replicativa a través de la 
estabilidad del genoma y la respuesta retrógrada (Kim et al., 2004). Gcn5p es la subunidad 
catalítica de tres complejos encargados de la modificación de la cromatina (ADA, SAGA y 
SLIK/SALSA) por lo que interviene en la regulación transcripcional de numerosos genes.  La 
acetiltransfreasa Gcn5p no solo está relacionada con la longevidad sino también con las rutas 
de señalización de nutrientes, ya que Gcn4p, implicado en el control general de aminoácidos, 
recluta a Gcn5p a promotores específicos para inducir la transcripción de genes dependientes 
de Gcn4p (Kuo et al., 2000) y con la respuesta retrógrada. También se ha descrito que Snf1p 
regula la actividad transcripcional de Gcn5p (Liu et al., 2010).   
 
 


































































El objetivo global de la tesis es investigar el papel de las rutas de señalización por 
disponibilidad de nutrientes en cepas vínicas de Saccharomyces cerevisiae en la fermentación 
vínica en base al conocimiento en condiciones de laboratorio. Se plantearon los siguientes 
objetivos específicos:  
• Determinar el estado de activación o inactivación de las principales rutas en
condiciones de vinificación y analizar la respuesta diferencial frente a ayuno de
nitrógeno y de glucosa en cepas vínicas y de laboratorio, tanto en condiciones de
laboratorio como en condiciones de vinificación.
• Analizar el efecto de la mutación de genes representativos de las principales rutas de
señalización de nutrientes en el comportamiento fenotípico de la levadura durante la
vinificación y estudiar la potencial relación de los diversos factores en condiciones de
fermentación vínica.
• Obtener cepas mejoradas en la adaptación al ayuno de nutrientes mediante evolución
dirigida en presencia de inhibidores de las rutas de señalización por nutrientes o
análogos estructurales de nutrientes.
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1. Materiales  
1.1. Cepas de microorganismos 
Las cepas de Saccharomyces cerevisiae, tanto vínicas como de laboratorio, utilizadas 
durante este trabajo se detallan en orden alfabético en la siguiente tabla:  
Tabla 2. Cepas vínicas* y de laboratorio de S. cerevisiae utilizadas en este trabajo. 
Cepa Genotipo Procedencia 
71B Cepa comercial LALVIN 71B® Lallemand Inc 
BCS103 Cepa commercial SafŒno™ BC S103 Fermentis 
BM45 Cepa comercial Lalvin BM45® Lallemand Inc 
BQS252 MAT a ura3-52. Fondo genético FY1679  J. Enrique Pérez-Ortín 
BQS252 Gat1-GFP pRS416 BQS252 pRS416 GAT1::GFP-URA3 Este trabajo 
BQS252 Gat1-MyC BQS252 GAT1::MyC-KanMX    “            ” 
BQS252 Gln3-GFP pRS416 BQS252 pRS416 GLN3::GFP-URA3   “            ” 
BQS252 Gln3-MyC BQS252 GLN3::MyC-KanMX   “            ” 
BQS252 gln3Δ BQS252 gln3::KanMX   “            ” 
BQS252 Par32-MyC BQS252 PAR32::MyC-KanMX   “            ” 
BQS252 ras1Δ BQS252 ras1::KanMX   “            ” 
BQS252 ras2Δ BQS252 ras2::KanMX   “            ” 
BQS252 rgs2Δ BQS252 rgs2Δ::KanMX   “            ” 
BQS252 sdc25Δ BQS252 sdc25::KanMX   “            ” 
BQS252 sod1Δ BQS252 sod1::KanMX LBLI 
BY4742 BY4742 MAT α his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 Brachmann et al., 1998 
BY4742 fap1Δ BY4742 fap1::KanMX Euroscarf 
BY4742 fpr1Δ BY4742 fpr1::KanMX Euroscarf 
BY4742 gat1Δ BY4742 gat1::KanMX  Este trabajo 
BY4742 gat1Δ GAT1-BY4742 BY4742 gat1::LoxP GAT1-BY4742-KanMX   “            ” 
BY4742 gat1Δ GAT1-C9 BY4742 gat11::LoxP GAT1-C9-KanMX   “            ” 
BY4742 gat1Δ GAT1-EC1118 BY4742 gat1::LoxP GAT1-EC1118-KanMX   “            ” 
BY4742 gat1Δ gln3Δ BY4742 gat1::LoxP gln3::KanMX    “            ” 
BY4742 gln3Δ BY4742 gln3::KanMX    “            ” 
BY4742 ras1Δ BY4742 ras1::KanMX  “            ” 
BY4742 ras2Δ BY4742 ras2::KanMX   “            ” 
BY4743 
MAT a/α his3Δ1/his3Δ1 leu2Δ0/leu2Δ0 LYS2/lys2Δ0 
met15Δ0/MET15 ura3Δ0/ura3Δ0 
Brachmann et al., 1998 
BY4743 Gat1-GFP BY4743 GAT1::GFP-KanMX Este trabajo 
BY4743 Gat1-MyC BY4743 GAT1::MyC-KanMX    “            ” 
BY4743 gat1Δ BY4743 gat1::loxP    “            ” 
BY4743 Gln3-GFP BY4743 GLN3::GFP-KanMX   “            ” 
BY4743 Gln3-MyC BY4743 GLN3::MyC-KanMX   “            ” 
C9 C9 Mat a ho::loxP Walker et al., 2003 
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Cepa Genotipo Procedencia 
C9 adr1Δ C9 adr1::KanMX Este trabajo 
C9 aqy1Δ C9 aqy1::KanMX   “    ” 
C9 aqy2Δ C9 aqy2::KanMX   “    ” 
C9 atg18Δ C9 atg18::KanMX   “    ” 
C9 azr1Δ C9 azr1::KanMX   “    ” 
C9 bcy1Δ C9 bcy1::KanMX   “    ” 
C9 cki1Δ C9 cik1::KanMX   “    ” 
C9 Gat1-GFP C9 GAT1::GFP-KanMX   “    ” 
C9 gat1Δ C9 gat1::KanMX   “    ” 
C9 gat1Δ GAT1-BY4742 C9 gat1::LoxP GAT1-EC1118::KanMX   “    ” 
C9 gat1Δ GAT1-C9 C9 gat1::LoxP GAT1-C9::KanMX   “    ” 
C9 gat1Δ GAT1-EC1118 C9 gat1::LoxP GAT1-C9::KanMX   “    ” 
C9 gat1Δ gln3Δ C9 gat1::LoxP gln3::KanMX   “    ” 
C9 gcn2Δ C9 gcn2::KanMX LBLI 
C9 gcn4Δ C9 gcn4::KanMX LBLI 
C9 gcn5Δ C9 gcn5::KanMX LBLI 
C9 Gln3-GFP C9 GLN3::GFP-KanMX Este trabajo 
C9 gln3Δ C9 gln3::KanMX   “    ” 
C9 Gpd1-GFP C9 GPD1::GFP-KanMX   “    ” 
C9 gut2Δ C9 gut2::KanMX   “    ” 
C9 lhp1Δ C9 lhp1::KanMX   “    ” 
C9 maf1Δ C9 maf1::KanMX   “    ” 
C9 mks1Δ C9 mks1::KanMX   “    ” 
C9 pde1Δ C9 pde1::KanMX “        ” 
C9 pde2Δ C9 pde2::KanMX “        ” 
C9 pex12Δ C9 pex12::KanMX   “    ” 
C9 pex12Δ Gpd1-GFP C9 pex12::loxP GPD1::GFP-KanMX   “    ” 
C9 PMET17-GCN4 C9 PMET17-GCN4::KanMX LBLI 
C9 ras1Δ C9 ras1::KanMX Este trabajo 
C9 ras2Δ C9 ras2::KanMX   “    ” 
C9 rgs2Δ C9 rgs2::KanMX   “    ” 
C9 rgs2ΔCt C9 Rgs2p truncada en el extremo C-terminal   “    ” 
C9 rgt1Δ C9 rgt1::KanMX   “    ” 
C9 sch9Δ C9 sch9::loxP LBLI 
C9 sch9Δ adr1Δ C9 sch9::loxP adr1::KanMX Este trabajo 
C9 sch9Δ gcn4Δ C9 sch9::loxP gcn4::KanMX   “    ” 
C9 sch9Δ Gln3-GFP C9 sch9::loxP GLN3::GFP-KanMX   “    ” 
C9 sch9Δ Gpd1-GFP C9 sch9::loxP GPD1::GFP-KanMX   “    ” 
C9 sdc25Δ C9 sdc25::KanMX   “    ” 
C9 snf1Δ C9 snf1::KanMX   “    ” 
C9 std1Δ C9 std1::KanMX   “    ” 
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Cepa Genotipo Procedencia 
C9 tor1Δ C9 tor1::KanMX LBLI 
C9 tor1Δ Gln3-GFP C9 tor1::loxP GLN3-GFP::KanMX   “    ” 
C9 ura3Δ Gat1-GFP pRS416 C9 ura3::KanMX pRS416 GAT1::GFP-URA3 Este trabajo 
C9 ura3Δ Gln3-GFP pRS416 C9 ura3::KanMX pRS416 GLN3::GFP-URA3   “    ” 
C9 ura3Δ Gln3-MyC pRS416 C9 ura3::KanMX pRS416 GLN3::MyC-URA3   “    ” 
C9 ypk3Δ C9 ypk3::KanMX   “    ” 
CEN.PK 141-2 MATa ura3 Sergi Puig 
CKS102 Cepa commercial SafŒno™ CK S102 Fermentis 
CSM Cepa comercial Enoferm CSM® Lallemand Inc 
CSM Gat1-GFP CSM GAT1::GFP-KanMX Este trabajo 
CSM Gln3-GFP CSM GLN3::GFP-KanMX   “    ” 
CSM Gln3-MyC CSM GLN3::MyC-KanMX   “    ” 
CY3079 Cepa comercial Lalvin CY3079® Lallemand Inc 
DV10 Cepa comercial Lalvin DV10®   “    ” 
DV10 Gat1-GFP DV10 GAT1::GFP-KanMX Este trabajo 
DV10 Gln3-GFP DV10 GLN3::GFP-KanMX   “    ” 
DV10 Gln3-MyC DV10 GLN3::MyC-KanMX   “    ” 
EC1118 Cepa comercial Lalvin EC1118® Lallemand Inc 
EC1118 Gat1-GFP EC1118 GAT1::GFP-KanMX Este trabajo 
EC1118 Gat1-MyC EC1118 GAT1::MyC-KanMX   “    ” 
EC1118 gat1Δ EC1118 gat1::KanMX “        ” 
EC1118 Gln3-GFP EC1118 GLN3::GFP-KanMX   “    ” 
EC1118 Gln3-MyC EC1118 GLN3::MyC-KanMX   “    ” 
EC1118 gln3Δ EC1118 gln3::KanMX   “    ” 
EC1118 mks1Δ EC1118 mks1::KanMX   “    ” 
EC1118 Par32-MyC EC1118 PAR32::MyC-KanMX   “    ” 
EC1118in Colonia aislada de EC1118 para evolución 2DG “        ” 
eEC1118 a8B 
Clon monospórico de eEC1118a 200G Tétrada 8 
espora b (T8b) 
  “    ” 
eEC1118 b7a 
Clon monospórico de eEC1118b 200G Tétrada 7 
espora a (T7a) 
  “    ” 
eEC1118a ± 100 Gen 
EC1118 a ± 100 Generaciones Evolución dirigida  
2-desoxiglucosa
  “    ” 
eEC1118a ± 150 Gen 
EC1118 a ± 150 Generaciones Evolución dirigida 
2-desoxiglucosa
  “    ” 
eEC1118a ± 200 Gen 
EC1118 a ± 200 Generaciones Evolución dirigida 
2-desoxiglucosa
  “    ” 
eEC1118a ± 200 Gen col 1 
eEC1118a ± 200 Generaciones Evolución dirigida 
Rapamicina Colonia 1 
  “    ” 
eEC1118a ± 200 Gen col 2 
eEC1118a ± 200 Generaciones Evolución dirigida 
Rapamicina Colonia 2 
  “    ” 
eEC1118a ± 200 Gen col 3 
eEC1118a ± 200 Generaciones Evolución dirigida 
Rapamicina Colonia 3 
  “    ” 
eEC1118a ± 50 Gen 
EC1118 a ± 50 Generaciones Evolución dirigida 
2-desoxiglucosa
  “    ” 
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Cepa Genotipo Procedencia 
eEC1118a TXY • 
Clon monospórico de eEC1118a tétrada X espora Y 
(TXY) 
  “            ” 
eEC1118b ± 100 Gen 
EC1118 b ± 100 Generaciones Evolución dirigida        
2-desoxiglucosa 
  “            ” 
eEC1118b ± 150 Gen 
EC1118 b ± 150 Generaciones Evolución dirigida       
2-desoxiglucosa 
Este trabajo 
eEC1118b ± 200 Gen 
EC1118 b ± 200 Generaciones Evolución dirigida       
2-desoxiglucosa 
  “            ” 
eEC1118b ± 200 Gen col 1 
eEC1118b ± 200 Generaciones Evolución dirigida 
Rapamicina Colonia 1 
  “            ” 
eEC1118b ± 200 Gen col 2 
eEC1118b ± 200 Generaciones Evolución dirigida 
Rapamicina Colonia 2 
  “            ” 
eEC1118b ± 200 Gen col 3 
eEC1118b ± 200 Generaciones Evolución dirigida 
Rapamicina Colonia 3 
  “            ” 
eEC1118b ± 50 Gen 
EC1118 b ± 50 Generaciones Evolución dirigida         
2-desoxiglucosa 
  “            ” 
eEC1118b TXY • 
Clon monospórico de eEC1118b tétrada X espora Y 
(TXY) 
  “            ” 
eEC1118in TXY • 
Clon monospórico de eEC1118in tétrada X espora Y 
(TXY) 
  “            ” 
eM2a Clon monospórico eM2a    “            ” 
eM2a ± 100 Gen 
M2a ± 100 Generaciones Evolución dirigida 
Rapamicina 
  “            ” 
eM2a ± 150 Gen 
M2a ± 150 Generaciones Evolución dirigida 
Rapamicina 
  “            ” 
eM2a ± 200 Gen 
M2a ± 200 Generaciones Evolución dirigida 
Rapamicina 
  “            ” 
eM2a ± 200 Gen col 1 
M2a ± 200 Generaciones Evolución dirigida 
Rapamicina Colonia 1 
  “            ” 
eM2a ± 200 Gen col 2 
M2a ± 200 Generaciones Evolución dirigida 
Rapamicina Colonia 2 
  “            ” 
eM2a ± 200 Gen col 3 
M2a ± 200 Generaciones Evolución dirigida 
Rapamicina Colonia 3 
  “            ” 
eM2a ± 200 Gen col 4 
M2a ± 200 Generaciones Evolución dirigida 
Rapamicina Colonia 4 
  “            ” 
eM2a ± 200 Gen col 5 
M2a ± 200 Generaciones Evolución dirigida 
Rapamicina Colonia 5 
  “            ” 
eM2a ± 50 Gen 
M2a ± 50 Generaciones Evolución dirigida 
Rapamicina 
  “            ” 
eM2a TXY • Clon monospórico eM2a tétrada X espora Y (TXY)   “            ” 
eM2a x FAP1 Híbrido eM2a x BY4742 fap1::KanMX    “            ” 
eM2a x FAP1 T4 (a/b/c/d) + 
Clon monospórico eM2a x BY4742 fap1::KanMX T4 
(a/b/c/d) 
  “            ” 
eM2a x FAP1 T9 (a/b/c/d) + 
Clon monospórico eM2a x BY4742 fap1::KanMX T9 
(a/b/c/d) 
  “            ” 
eM2axFPR1 Híbrido eM2a x BY4742 fpr1::KanMX    “            ” 
eM2axFPR1 T3 (a/b/c/d) + 
Clon monospórico eM2a x BY4742 fpr1::KanMX T3 
(a/b/c/d) 
  “            ” 
eM2axFPR1 T5 (a/b/c/d) + 
Clon monospórico eM2a x BY4742 fpr1::KanMX T5 
(a/b/c/d) 
  “            ” 
eM2b Clon monospórico eM2b   “            ” 
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Cepa Genotipo Procedencia 
eM2b ± 100 Gen 
M2b ± 100 Generaciones Evolución dirigida 
Rapamicina 
  “            ” 
eM2b ± 150 Gen 
M2b ± 150 Generaciones Evolución dirigida 
Rapamicina 
  “            ” 
eM2b ± 200 Gen 
M2b ± 200 Generaciones Evolución dirigida 
Rapamicina 
  “            ” 
eM2b ± 200 Gen col 1 
M2b ± 200 Generaciones Evolución dirigida 
Rapamicina Colonia 1 
  “            ” 
eM2b ± 200 Gen col 2 
M2b ± 200 Generaciones Evolución dirigida 
Rapamicina Colonia 2 
  “            ” 
eM2b ± 200 Gen col 3 
M2b ± 200 Generaciones Evolución dirigida 
Rapamicina Colonia 3 
  “            ” 
eM2b ± 200 Gen col 4 
M2b ± 200 Generaciones Evolución dirigida 
Rapamicina Colonia 4 
  “            ” 
eM2b ± 200 Gen col 5 
M2b ± 200 Generaciones Evolución dirigida 
Rapamicina Colonia 5 
  “            ” 
eM2b ± 50 Gen 
M2b ± 50 Generaciones Evolución dirigida 
Rapamicina 
  “            ” 
eM2b TXY • Clon monospórico eM2b tétrada X espora Y (TXY)   “            ” 
eM2b x FAP1 Híbrido eM2b x BY4742 fap1::KanMX   “            ” 
eM2b x FAP1 T2 (a/b/c/d) + 
Clon monospórico eM2b x BY4742 fap1::KanMX T2 
(a/b/c/d) 
  “            ” 
eM2b x FAP1 T6 (a/b/c/d) + 
Clon monospórico eM2b x BY4742 fap1::KanMX T6 
(a/b/c/d) 
  “            ” 
eM2b x FPR1 Híbrido eM2b x BY4742 fpr1::KanMX Este trabajo 
eM2b x FPR1 T3 (a/b/c/d) + 
Clon monospórico eM2b x BY4742 fpr1::KanMX T3 
(a/b/c/d) 
  “            ” 
eM2b x FPR1 T4 (a/b/c/d) + 
Clon monospórico eM2b x BY4742 fpr1::KanMX T4 
(a/b/c/d) 
  “            ” 
eM2b x FPR1 T5 (a/b/c/d) + 
Clon monospórico eM2b x BY4742 fpr1::KanMX T5 
(a/b/c/d) 
  “            ” 
IFI1367 Saccharomyces uvarum IFI 
IFI1391 Saccharomyces uvarum   “            ” 
JK9 JK9-3da MATa leu2-3,112 ura3-52 rme1 trp1 his4 M. Hall 
L2056 Cepa comercial Lalvin Rhône 2056® Lallemand Inc 
L2056 mks1Δ L2056 mks1::KanMX Este trabajo 
M2 Cepa comercial Enoferm M2® Lallemand Inc  
M2 Gat1-GFP M2 GAT1::GFP-KanMX   Este trabajo 
M2 Gat1-MyC M2 GAT1::MyC-KanMX    “            ” 
M2 Gln3-GFP M2 GLN3::GFP-KanMX   “            ” 
M2 Gln3-MyC M2 GLN3::MyC-KanMX   “            ” 
M2in 
Colonia inicial de M2 para evolución dirgida 
Rapamicina 
“            ” 
M2in 3A Procedente de espora M2in 3A   “            ” 
M2in TXY • Clon monospórico eM2in tétrada X espora Y (TXY)   “            ” 
M2in x eM2a Híbrido M2in x eM2a   “            ” 
M2in x eM2a T2 (a/b/c/d) + Clon monospórico M2in x eM2a T2 a/b/c/d   “            ” 
M2in x eM2a T4 (f/g/h/i) + Clon monospórico M2in x eM2b T4 f/g/h/i   “            ” 
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Cepa Genotipo Procedencia 
M2in x eM2a T5 (a/b/c/d) + Clon monospórico M2in x eM2a T5 a/b/c/d   “            ” 
M2in x eM2b T10 (a/b/c/d) + Clon monospórico M2in x eM2b T10 a/b/c/d   “            ” 
M2in x eM2b T3 (a/b/c/d) + Clon monospórico M2in x eM2b T3 a/b/c/d   “            ” 
M2in x FAP1 Híbrido M2in x BY4742 fap1::KanMX   “            ” 
M2in x FAP1 T2 (a/b/c/d) + 
Clon monospórico M2in x BY4742 fap1::KanMX T2 
(a/b/c/d) 
  “            ” 
M2in x FAP1 T6 (a/b/c/d) + 
Clon monospórico M2in x BY4742 fap1::KanMX T6 
(a/b/c/d) 
  “            ” 
M2in x FPR1 Híbrido M2in x BY4742 fpr1::KanMX    “            ” 
M2in x FPR1 T3 (a/b/c/d) + 
Clon monospórico M2in x BY4742 fpr1::KanMX T3 
(a/b/c/d) 
  “            ” 
M2in x FPR1 T6 (a/b/c/d) + 
Clon monospórico M2in x BY4742 fpr1::KanMX T6 
(a/b/c/d) 
  “            ” 
M2in x M2b Híbrido M2in x M2b   “            ” 
QA23 Cepa comercial Lalvin QA23® Lallemand Inc 
QA23 n gln3Δ QA23 haploide trp1::LoxP gln3::KanMX Este trabajo 
RC212 Cepa comerical Lalvin RC212® Lallemand Inc 
Ʃ1278b   Grenson, 1966 
Ʃ1278 gln3Δ Ʃ1278 gln3::KanMX Este trabajo 
Ʃ1278 ras1Δ Ʃ1278 ras1::KanMX   “            ” 
Ʃ1278 ras2Δ Ʃ1278 ras2::KanMX   “            ” 
Ʃ1278 rgs2Δ Ʃ1278 rgs2Δ::KanMX   “            ” 
Ʃ1278 sdc25Δ Ʃ1278 sdc25::KanMX   “            ” 
T73 Cepa comercial Lalvin T73® Lallemand Inc 
TB123 TB123 (JK9-3da GLN3::MyC-KanMX) M. Hall  
UCLM S377 Cepa comercial SafŒno™ UCLM S377 Fermentis 
UCLMS235 Cepa comercial SafŒno™ UCLM S325   “            ” 
UCLMS235 Gat1-GFP UCLMS235 GAT1::GFP-KanMX Este Trabajo 
UCLMS235 Gln3-GFP UCLMS235 GLN3::GFP-KanMX   “            ” 
• 
 
TXY hace referencia al número de tétrada (X) y la letra a la espora analizada (Y) 
en cada caso.   
+ Espora mostrada en las figuras. Se analizaron al menos 6 tétradas de cada una de 
las cepas señaladas de manera independiente (datos no mostrados).  
Subrayado Cepas construidas que forman parte de los resultados no mostrados.  
LBLI Laboratorio de Biotecnología de Levaduras Industriales. 
 
* La información completa sobre las cepas comerciales puede encontrarse en las 
páginas web de los fabricantes lallemandwine.com y fermentis.com. 
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La cepa de Escherichia coli utilizada para la replicación de plásmidos fue DH5α (φ80d, lac 
ZAM15 endA1 secA1, hsdR17 supE44 thi-1, λ-, gyr A relA1, F-).  
1.2. Plásmidos 
Los plásmidos empleados en este trabajo se detallan en la siguiente tabla:  
Tabla 3. Plásmidos utilizados en este trabajo. 
Plásmido Descripción y uso Procedencia 
pUG6 
Plásmido utilizado en la disrupción de genes que 
contiene el gen marcador de resistencia a geneticina 
KanMX4 flanqueado por sitios loxP  
Güldener et al., 1996 
pFA6a-13MyC-KanMX6 
Plásmido que contiene 13 repeticiones en tándem de la 
secuencia que codifica para el epítopo Myc para el 
etiquetado de proteínas en el extremo C-terminal. 
Contiene el marcador de resistencia a geneticina 
KanMX6 
Longtine et al., 1998 
pFA6a-GFP(S65T)-kanMX6 
Plásmido que contiene el gen de la proteína fluorescente 
GFP para el etiquetado de proteínas en el extremo C-
terminal. Contiene el marcador de resistencia a 
geneticina KanMX6 
Wach et al., 1997 
pYEp351-cre-cyh 
Plásmido usado para escindir el marcador de resistencia 
a geneticina que presenta el gen de la recombinasa Cre 
del fago P1 bajo el control del promotor GAL1 y 
marcador de resistencia a cicloheximida  
Delneri et al., 2000 
pKanMX-MET17p 
Plásmido derivado de pUG6 usado en el 
reemplazamiento de promotores que contiene el 
promotor del gen MET17  
Orozco et al., 2012 
pRS416-GFP-GAT1 
Plásmido centromérico que contiene el gen GAT1, 
incluido promotor, de la cepa S288c seguido de la 
proteína fluorescente GFP. Presenta el gen URA3 como 
marcador de selección 
Giannattasio et al., 
2005 
pRS416-GFP-GLN3 
Plásmido centromérico que contiene el gen GLN3 
incluido promotor, de la cepa S288c seguido de la 
proteína fluorescente GFPp. Presenta el gen URA3 como 
marcador de selección 
Giannattasio et al., 
2005 
pRS416-MyC-GLN3 
Plásmido centromérico que contiene el gen GLN3, 
incluido promotor, de la cepa S288c seguido de la 
etiqueta MyC. Presenta el gen URA3 como marcador de 
selección 
Wang et al., 2003 
 
1.3. Oligonucleótidos 
Los oligonucleótidos empleados como cebadores en las reacciones de PCR se diseñaron 
mediante el programa Gene Runner (versión 5.0.63 Beta) y se sintetizaron en las casas 
comerciales Integrated DNA Technologies y Metabion. 
Las secuencias de los oligonucleótidos, mostradas en la orientación establecida 5’-3’, se 
recogen en la Tabla 4, donde también se indica el uso específico de cada uno. Habitualmente, 
los oligonucleótidos nombrados como a y b se utilizaron para amplificar cassettes de 
disrupción mientras que los nombrados como Fw y Rv para cassettes de etiquetado. Por otra 
parte, el oligonucleótido c se diseñó para hibridar en el promotor, el d en la ORF y el e en la    
3’-UTR. El diseño de los cebadores se realizó siguiendo las pautas de Longtine et al., (1998).  
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Tabla 4. Secuencias de oligonucleótidos utilizados en este trabajo. 









ADR1 c GCTACTTTCCCGGTTCTCCC Comprobación 









AQY1 c TTAAGCGCAGTGCTTTTCCC Comprobación 









AQY2 c TGTCCATACCGGACTATGGC Comprobación 









ATG18 c AACTCAGCAGTGGTCATTGC Comprobación 
ATG18 d AGACATAGCCATAAGGCCAC Comprobación 








AZR1 c CCGCCAACTAGCGGATATCC Comprobación 









BCY1 c GCAAGGAGCAAAACGAAGAG Comprobación 









CKI1 c CAGAATAGAAGCTCTGTGGC Comprobación 
CKI1 d CAGCTCTCAAATCGTCATCG Comprobación 
CYR1 a GCGCGTGAGAATAGTACTGTTCGTACGCTGCAGGTCGAC Deleción 
DELTA12 TCAACAATGGAATCCCAAC Elementos Delta 









GAT1 c GCTACCGCTGGTATTAACAG Comprobación 
GAT1 d TATGTTCACTACCGTGCACC Comprobación 
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Oligonucleótidos Secuencia (5'-3') Uso 
GAT1 Fw GCTCTAAGCTTCATCCAATTCATCTAGTTTC Etiquetado  
GAT1 Fw UTR GCTCTCATTTCGCGGTAATC Comprobación 
GAT1 g GGAAACGTTCTCCAGCTTTC Comprobación 
GAT1 h AATAGTTGAAAGGCGCAGGG Comprobación 
GAT1 h EC GGTGTTTGTACTTGCACTTGCACTTGTG Comprobación 
GAT1 i ATCATTGTTCGTACTCGCGG Comprobación 
GAT1 i S288 GGTGTTTGTACTTGCACTTGTG Comprobación 
GAT1 Rv GTCTGGAATTCCGCAATAGATGTTGGGTCAC Etiquetado  
GAT1 Rv1 Gen GAGTACAGGTCCCAGATTTC Comprobación 
GAT1 Rv2 Gen CATCGTCATCGTCGTCAAAC Comprobación 
GAT1 Rv3 Gen GTATTATTGGCGATGCTGGG Comprobación 
GAT1 SEQ FW GCCTCGCCCTTTGCCAGCGG Secuenciación 
GAT1 SEQ RV CGAAGGCGGAGTAGCCGAAG Secuenciación 
GAT1 SEQ2 Fw AGACCTGCTCAACGACATGG Secuenciación 
GAT1 SEQ2 Rv CAAGCATTGCACAGGGGAAG Secuenciación 
GAT1AR F3 ATATAGGTGTGTGCCACTCC Clonación 









GAT1ARDM-Fw ACAGCCACCACAATACAGAG Clonación 
GAT1AR-F1 AACAGCACTATGAGTCGCAC Clonación 









GAT1AR-R3 GCTCTTACTGAGCTTCTAGTG Clonación 
GCN2 a TCAATAATTTTCCGTTCCCCTTAACAC Deleción 
GCN2 b TTAACTGATGCGTTATAGCGCCGCACA Deleción 
GCN2 c TTACATTGTTGGAAAGCCTCG Comprobación 
GCN2 d GCTGCTTATCCCAGCTAGAC Comprobación 









GCN4 c CCAATTGCTATCATGTACCCG Comprobación 
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Oligonucleótidos Secuencia (5'-3') Uso 
GLN3 c ATAATACGCGGATAGGCCAC Comprobación 
GLN3 c Bis ATGGCAATGCTGAGAGAGTG Comprobación 
GLN3 d ACTGTCACCAGTTTGTCTCG Comprobación 
GLN3 e ATGCTCAGGATTGTGGTCAG Comprobación 
GLN3 Fw AGCAATTGCTGACGAATTGGATTGGTTCGGATCCCCGGGTTAATTAA Etiquetado  














GUT2 b TCTTTGTCACCCTTAACTATCATGATCGATATAGGCCACTAGTGGATCTG Deleción 
GUT2 c ACCCCGCACGCTAAAAATCG Comprobación 
GUT2 d TTGAGTCCCCTGGTCGCAGC Comprobación 
IRA2 1 AAATGCTGCGGACAATCCTAG Deleción 
IRA2 2 CTCGCAATACTCACTTGAAAC Deleción 
IRA2 b AACGTGAAAATGATTTTTGACAATAGGCCACTAGTGGATCTG Deleción 
K2 GGGACAATTCAACGCGTCTG Comprobación 









LHP1 c GTAATGTGTTCAGCCCAACC Comprobación 









MAF1 c CCACGAGTTGCTTGTCAATC Comprobación 
MAF1 d AAATATCGCAACTGCCCACG Comprobación 
MET17 a GGGATATCGAATCCCTTAGCTCTC Clonación 
MET17 b GGGATATCATTGTATGGATGGGGG Clonación 
MET17 c CCTTGTCCAATTGAACACGC Comprobación 
MKS1 a  TTCCTAATTATTCTCTAATCCTAATAAATTCGTACGCTGCAGGTCGAC Deleción 
MKS1 b AGAACTTTAAATACTGTATCTGATTTAATAGGCCACTAGTGGATCTG Deleción 
MKS1 c  GCAGTAGGGATCTTTAACCC Comprobación 
MKS1 d TGCTCGACACATTTGGATGC Comprobación 
MKS1 e  TCATCTCATCGCATTTCCGG Comprobación 
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PDE1 c TGCACTTTTTGGTGAGGGTG Comprobación 
PDE1 d ACTGTGTTCCGTATTCGGTG Comprobación 









PDE2 c GTCACTGTGAGAGATTGGAC Comprobación 
PDE2 d GAAAAGGCGAAACTCTGTCC Comprobación 
PDE2 e CAATAGCCATAATCAACTGGG Comprobación 








PEX12 c TATGATGCCACTGACAAGCC Comprobación 

















RAS1 c CCACAATTGACTTCGGTTTGG Comprobación 
RAS1 d CCAGCAGTATCTAGAATGTCC Comprobación 









RAS2 c TTCAAGCGTAACGCAATCCG Comprobación 
RAS2 d GATTTACCAACACCACCACC Comprobación 









RGS2 c CTTCAGGCGTCATTTGTAGC Comprobación 














RGT1 c TTCGTTGGAAATCGCCTCTC Comprobación 
RGT1 d TTTACGACACTGATCGCAGG Comprobación 
RGT1 e AATACCGTGGAAGATGGTGG Comprobación 
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SCH9 c CCCACTCTCACATAATCACC Comprobación 
SCH9 d ATGGGTATCCGTTGTCGTTG Comprobación 









SDC25 c GATTTACATGCGGCTGTACC Comprobación 
SDC25 d GGTTGTAAGCATGGAATCCC Comprobación 
SDC25 e CAACATTGTGGGATAGCAGC Comprobación 
SNF1 a TTTGTAACAAGTTTTGCTACACTCCCTTATTCGTACGCTGCAGGTCGAC Deleción 
SNF1 b AAAAAAGGGAACTTCCATATCATTCTTTTATAGGCCACTAGTGGATCTG Deleción 
SNF1 c TCTTACTGCGCATTCGTGTC Comprobación 
SNF1 d CTTGGGATTGTTTAGCGTCG Comprobación 









STD1 c TCTTTTAGCGAAGGCTGCTC Comprobación 
STD1 d CAAGTGTTACTTCTGTGACG Comprobación 









TOR1 c GGTTCTCGCCATTTTGAAGC Comprobación 
TOR1 d ACCTACTAGAAGTCAGACCG Comprobación 









URA3 c AGGAAGAACGAAGGAAGGAG Comprobación 
URA3 d TCCTTGGTGGTACGAACATC Comprobación 









URE2 c GAAAGCTTCCTTACTCGAGG Comprobación 
URE2 d ATTTTGGCTACCATTGCGGC Comprobación 
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Oligonucleótidos Secuencia (5'-3') Uso 
YPK3 c GGAAGGTGCCCTATGATAAG Comprobación 
YPK3 d CGGGCTTAAAATCGTGCAGG Comprobación 
2. Medios de cultivo y condiciones de crecimiento  
2.1. Bacterias  
Los cultivos de Escherichia coli se realizaron en medio LB (Luria Bertani) cuya composición 
es NaCl 1 % (p/v), triptona 1 % (p/v) y extracto de levadura 0.5 % (p/v). Para la selección de 
colonias transformadas con plásmido, el medio se suplementó con ampicilina a 50 μg/mL. Los 
cultivos en placa se obtuvieron añadiendo agar bacteriológico al 2 % (p/v). Todos los cultivos 
se incubaron a 37 °C en agitación a 200 rpm. Cuando se requirió en un medio selectivo, se 
añadió ampicilina (50 μg/mL).  
2.2. Levaduras  
2.2.1. Crecimiento en condiciones de laboratorio 
Los medios y las condiciones de cultivo utilizados para el crecimiento de Saccharomyces 
cerevisiae se especifican en Adams et al., (1997). Para la propagación habitual, las levaduras se 
cultivaron a 30 °C en una estufa (medios sólidos) o en un agitador orbital a 200 rpm (medios 
líquidos, 1/5 del volumen total del matraz). Para la obtención de medios sólidos se añadió agar 
al 2 % (p/v).  
El medio rico YP contiene extracto de levadura 1 % (p/v), peptona bacteriológica 2 % (p/v) y 
una fuente de carbono al 2 % (p/v). Las fuentes de carbono más utilizadas son glucosa (YPD), 
galactosa (YPGal), glicerol (YPGli) y sacarosa (YPSac).  
El medio mínimo completo (SC) contiene base nitrogenada sin aminoácidos ni sulfato de 
amonio 0.17 % (p/v) (Yeast Nitrogen Base without aminoacids and ammonium sulfate), glucosa 
2 % (p/v), sulfato de amonio 0.5 % (p/v) y 0.2 % (p/v) de drop out, conteniendo una mezcla de 
los veinte aminoácidos. La composición del drop out se describe en Adams et al., (1997). El 
medio mínimo (SD) es igual que el SC pero sin drop out. Las auxotrofías se han suplementado 
añadiendo los aminoácidos correspondientes a una concentración final de 20 mg/L para 
histidina, metionina y triptófano y 100 mg/L para leucina, o uracilo a 20 mg/L.  
La selección de transformantes con el marcador de selección KanR se ha realizado 
suplementado el medio correspondiente con geneticina a 200 mg/L y de los que presentan el 
marcador cicloheximida con cicloheximida a 2 mg/L. 
2.2.1.1. Crecimiento en placas multipocillo  
En general, las curvas de crecimiento se han obtenido realizando un seguimiento de la 
D.O.600 en el lector de microplacas Varioskan LUX de ThermoFisher. Para ello, se han inoculado 
200 µL del medio a analizar a una D.O.600 de 0.1 a partir de un precultivo de toda la noche en 
YPD. El seguimiento de la D.O.600 se ha realizado durante 24 h realizando medidas cada 20 min 
con incubación a 30 °C y una agitación suave a 180 rpm. Los datos obtenidos se han analizado 
mediante el programa informático GrowthRates (Hall et al., 2013). Los experimentos se han 
realizado por triplicado. 
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2.2.2. Crecimiento para estudio de envejecimiento cronológico 
Los estudios de envejecimiento cronológico se realizaron según lo descrito en Fabrizio y 
Longo (2007). Se inocularon 30 mL de medio SC en matraces de 100 mL a una D.O.600 de 0.1 
con células procedentes de un precultivo en medio YPD cultivadas hasta saturación durante  
24 h. Las cinéticas de envejecimiento se realizaron en un agitador orbital a 200 rpm a 30 °C. Al 
cabo de tres días, tiempo en el que se considera 100 % de viabilidad (t0), se inició su siembra 
cada 2 días en placas de YPD con su correspondiente dilución en agua.   
El seguimiento de la viabilidad se hizo un recuento de las unidades formadores de colonia 
(u.f.c.) en placa de YPD posterior a la correspondiente dilución en agua. Se representó la 
supervivencia en escala logarítmica en función del tiempo de vinificación. Los experimentos se 
realizaron por triplicado. 
2.2.3. Crecimiento en condiciones de microvinificación 
Las vinificaciones se han realizado en dos tipos de mosto: mosto natural y mosto sintético.  
El mosto natural fue tinto de la variedad Bobal de la cosecha del 2015, cedido por bodegas 
Murviedro, suplementado con 10 g/hL de metabisulfito potásico y parcialmente clarificado por 
sedimentación durante 1-2 días a 10 °C. El mosto fue congelado a -20 °C inmediatamente 
después de su recepción hasta el día de su utilización. Con el objetivo de evitar contaminación 
del mosto una vez descongelado, se añadió dimetil dicarbonato (DMDC) 500 μg/L y se dejó 
actuar durante 24 h en frío. Antes de la inoculación de las levaduras se sembraron 5/50/100 μL 
de mosto en diversas placas de YPD para comprobar que el mosto estaba completamente 
desinfectado.  
El mosto sintético MS300 se preparó de acuerdo al protocolo diseñado por Riou et al.,  
(1997), con las modificaciones respecto a los ácidos orgánicos introducidas por Viana et al., 
(2014). Contiene glucosa 100 g/L, fructosa 100 g/L, ácido málico 3 g/L, ácido tartárico 3 g/L, 
ácido cítrico 0.3 g/L, KH2PO4 0.75 g/L, K2SO4 0.5 g/L, MgSO4·2H2O 0.25 g/L, CaCl2·2H2O         
0.155 g/L y NaCl 0.2 g/L. Como fuente de nitrógeno se añade NH4Cl 0.46 g/L y una solución de 
aminoácidos. Aquellas vinificaciones realizadas con cepas de laboratorio que presentan 
auxotrofía para el uracilo se realizaron en mosto sintético suplementado con uracilo a 20 mg/L. 
Para la obtención de MS60, MS68 y MS75, las fuentes de nitrógeno se han reducido de manera 
proporcional manteniendo la relación entre amonio y aminoácidos. El mosto también contiene 
oligoelementos 1 mL/L (compuesto por MnSO4·H2O 4 g/L, ZnSO4·7H2O 4 g/L, CuSO4·5H2O 1 g/L, 
KI 1 g/L, CoCl2·6H2O 0.4 g/L, H3BO3 1 g/L y (NH4)6Mo7O24 1 g/L). Además, también se le añadió 
cloruro de hierro (II) 32 mg/L (Henschke y Jiranek, 1993), que no se indicaba en la receta 
original. El mosto se completó con vitaminas 10 mL/L (Henschke y Jiranek, 1993) (solución 
formada por mioinositol 2 g/L, pantotenato de calcio 0.15 g/L, hidrocloruro de tiamina        
0.025 g/L, ácido nicotínico 0.2 g/L, piridoxina 0.025 g/L y biotina 0.3 mg/L) y factores 
anaerobios 1 mL/L (ergosterol 1.5 mL/100 mL y ácido oleico 0.5 mL/100mL, todo ello disuelto 
en etanol puro y Tween-80 (1:1)). El pH se ajustó a 3.3 con NaOH y posteriormente se procedió 
a su autoclavado.  
Independientemente del tipo de mosto utilizado, los experimentos se realizaron a partir de 
precultivos en YPD líquido procedentes de colonias aisladas y cultivados durante 48 h en un 
agitador rotativo a 200 rpm. Ambos mostos se inocularon a una D.O.600 de 0.1. Las 
vinificaciones se llevaron a cabo a 24 °C en agitación suave (50 rpm) en tubos cónicos de 
centrífuga desechables de 30 o 50 mL, dependiendo del volumen requerido para cada 
experimento. El crecimiento se siguió mediante el recuento de células viables en placas de YPD 
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aproximadamente cada 2-3 días mediante la correspondiente dilución en agua y el progreso de 
la fermentación mediante el consumo de azúcares reductores. Durante la vinificación, se toma 
como punto de referencia para la viabilidad (t0) aquel tiempo en el que el recuento de 
u.f.c./mL es máximo y se le adjudica el 100 % de viabilidad. La supervivencia se representa en 
escala logarítmica a partir del tiempo de referencia.  
2.2.3.1. Fermentaciones a pequeña escala para análisis fenómico  
Este protocolo se realizó durante la estancia en el laboratorio del Dr. Philippe Marullo, en el 
Instituto de las Ciencias de la Vid y el Vino en Burdeos (ISVV, Institut des Sciences de la Vigne et 
du Vin) y se basa en una metodología de fermentación a pequeña escala descrita en Peltier et 
al., (2018). El mosto utilizado en este caso fue Sauvignon Blanc 2016 proporcionado por 
Vignobles Ducourt (Ladaux, Francia). Las características del mosto analizadas por laboratorios 
Sarco® se muestran en la Tabla 5, a excepción del ácido málico que se determinó mediante 
ensayo enzimático con el kit K-LMAL-116A de Megazyme®.  
Tabla 5. Características principales del mosto Sauvignon Blanc 2016. 
Sauvignon Blanc 2016 
Año de vendimia 2016 
Azúcares reductores  205 g/L 
Acidez total  
4.25 ± 6 % g/L H2SO4 
6.50 ± 6 % g/L  
Ac. tartárico  
pH 3.27 ± 2 % 
Ácido L-málico  4.13 ± 11 % g/L 
Nitrógeno 
 α-aminoácidos  
80 ± 7 % mg/L 
Nitrógeno amoniacal  19 ± 11 % mg/L 
Nitrógeno asimilable  99 ± 18 % mg/L 
 
El mosto se almacenó a -20 °C hasta su uso. El mosto fue suplementado con fuente de 
nitrógeno hasta obtener una concentración de 250 mg/L de YAN. Como fuente de nitrógeno se 
añadió NH4Cl 80 mg/L y un stock de α-aminoácidos (170 mg/L) (Riou et al., 1997). Antes de 
iniciar la fermentación, la esterilización del mosto se llevó a cabo mediante filtración en una 
membrana de acetato de celulosa 0.45 μm (Sartorious Stedim Biotech). La fermentación se 
llevó a cabo en viales de 20 mL (Interchim®) con un volumen de mosto de 11.5 mL. Los viales 
se cerraron adecuadamente con tapones de rosca de Fisherbrand ™ (tapón de rosca universal 
magnético de 18 mm con orificio central, rosca de precisión y septum). Para favorecer la salida 
del CO2 durante la fermentación, se insertaron agujas hipodérmicas (G26-0.45x13 mm de 
Terumo) en el septum del tapón de los viales. Debido a que se analizaron cepas cuyo 
crecimiento es muy bajo, se optó por inocular 4·105 células viables/mL, procedentes de un 
precultivo en YPD de 24 h en placas multipocillo profundas (Fisher Scientific). La concentración 
de células viables se determinó por citometría de flujo (Beckman Coulter) siguiendo el método 
descrito en Zimmer et al., (Zimmer et al., 2014).  
La fermentación, independientemente de si se realizó en agitación o no, se llevó a cabo a 
24 °C en un incubador (Binder GmbH). Los viales requeridos se agitaron a 175 rpm durante 
toda la fermentación en un agitador orbital (SSl1, Stuart Vernon). La fermentación se siguió 
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por pérdida de peso como consecuencia de la pérdida de CO2 utilizando una balanza de 
precisión (AB104, Mettler Toledo). Dicha información fue utilizada para calcular los parámetros 
cinéticos.  
El CO2 teórico máximo liberado, CO2max, se calculó de acuerdo a la siguiente fórmula:  
𝐶𝑂2𝑚𝑎𝑥 = 0.482[𝑎𝑧ú𝑐𝑎𝑟] 
Donde [azúcar] es la concentración de azúcar en g/L del mosto (Da Silva et al., 2015). Se 
utilizó una regresión local polinomial para conocer la cantidad de CO2 liberado en función del 
tiempo con la función R-loess estableciendo el parámetro span a 0.45. De cada uno de los 
viales, se determinaron 6 parámetros cinéticos:  
• lp (h): tiempo de fase de latencia hasta liberar los primeros 2 g/L de CO2 
• t35/t50/t80 - lp (h): tiempo para liberar el 35, 50 y 80 % de CO2max sin tener en cuenta         
lp 
• v50_80 (g/L·h): velocidad de producción media de CO2 entre el 50 y el 80 % de CO2max 
• CO2max (g/L): máxima cantidad teórica liberada de CO2  
Al finalizar la fermentación, se guardaron 800 μL del sobrenadante a -20 °C con el objetivo 
de analizar los principales parámetros enológicos en la plataforma metabolómica de la 
Universidad de Burdeos (https://metabolome.cgfb.u-bordeaux.fr/) mediante ensayos 
enzimáticos semiautomatizados. Se midió el ácido acético, glicerol, ácido málico, piruvato, SO2 
total, glucosa y fructosa utilizando los kits enzimáticos correspondientes de la empresa 
Megazyme (K-ACETGK, K-GCROLGK, K-LMAL-116A, K-PYRUV, K-TSULPH, K-FRUGL) siguiendo las 
instrucciones del fabricante.  
2.2.4. Condiciones de evolución dirigida 
Los dos experimentos de evolución dirigida realizados en este trabajo han seguido el mismo 
protocolo, pero difieren en los medios e inhibidores utilizados. Se inocularon 25 mL de medio, 
YPSac con 2-desoxiglucosa a 100 μg/mL para el experimento de evolución dirigida de la cepa 
EC1118 y SC con rapamicina a 100 nM para el de la cepa M2. Cada dos días se realizó un pase a 
un medio de cultivo fresco a una D.O.600 de 0.1 procedente del cultivo anterior. Se recogieron 
muestras tanto para guardar en forma de glicerinado como en placas del mismo medio en el 
que se realizó la evolución dirigida a 50, 100, 150 y 200 generaciones.  
2.2.5. Esporulación y manipulación de esporas 
Con el fin de obtener derivados de esporulación de las cepas diploides se sembró biomasa 
de la cepa correspondiente procedente de placas de YPD frescas en placas de medio ACK         
(1 % acetato potásico, 2 % agar) y se cultivó a 24 °C al menos tres días; el tiempo de 
esporulación fue dependiente de cepa. Comprobada mediante observación microscópica la 
aparición de ascosporas en el medio ACK, las esporas se incubaron 1 h a 30 °C en una solución 
2 mg/mL de citohelicasa de Sigma. Las esporas se diseccionaron en un micromanipulador 
Singer MSM Manual (Singer Instrument) en placas de YPD. Los híbridos se obtuvieron 
mezclando células haploides en YPD agar entre 6 y 8 h a 30 °C, comprobando cada poco 
tiempo la hibridación entre células de tipo sexual opuesto, en cuyo caso se trasladaron a otra 
localización de la placa.  
2.2.6. Eliminación de priones con cloruro de guanidinio 
Para eliminar la presencia de priones en las sucesivas divisiones celulares se optó por 
realizar un crecimiento en presencia de cloruro de guanidinio (Byrne et al., 2009). Se 
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inocularon 25 mL de medio SD, el cual contenía 3 M de GdnCl (cloruro de guanidinio). Se dejó 
crecer 24 h a 30 °C, momento a partir del cual se sembraron las células con las 
correspondientes diluciones en PBS (NaCl 137 mM, 2.7 mM, Na2HPO4·7H2O 4.4 mM, KH2PO4 
1.4 mM pH 7.3) en medio YPD diluido cuatro veces para obtener colonias individuales.  
2.2.7. Medida de la resistencia a estrés y sensibilidad a productos químicos 
La resistencia a estrés se estudió en diversas condiciones de crecimiento y con múltiples 
agentes estresantes, que se detallan a continuación.  
2.2.7.1. Goteos en placa 
En estos casos el agente a estudiar está presente en la placa sobre la cual se realiza el 
crecimiento. Las cepas y mutantes de interés se inocularon en precultivos de YPD que se 
cultivaron durante toda la noche. Una vez medida una alícuota de dicho precultivo, se igualó la 
D.O.600 a 1 de todas las cepas a analizar. A continuación, se realizaron cinco diluciones seriadas 
1:10 iniciando en 10-1 y finalizando con 10-5. Se sembraron 3 μL de cada una de las diluciones 
en placas del medio de interés, ya sea rico o mínimo, conteniendo los diferentes agentes 
químicos utilizados. Las placas se incubaron durante 2 días a 30 °C.  
2.2.7.2. Halos de inhibición  
Para determinar la resistencia a determinados compuestos se optó por medir el halo de 
inhibición de crecimiento. Se sembró un césped conteniendo 2 unidades de D.O.600 en una 
placa de YPD de la cepa a analizar. Se hizo uso de un disco de 0.5 cm de diámetro de papel de 
filtro estéril para embeber el agente causante de estrés en el centro de la placa. Tras un día de 
incubación a 30 °C se midió el diámetro del halo de inhibición del crecimiento.  
2.2.7.3. Cultivo líquido  
La tolerancia a estrés por etanol, por NaCl y por choque térmico se midió en cultivos 
líquidos en YPD en la fase adecuada de crecimiento, añadiendo 10 % etanol, 1 M de NaCl y 
pasando a 46 °C, respectivamente, e incubando 15 min para el etanol o NaCl y 1 h para el 
estrés térmico. La viabilidad celular se midió diluyendo, sembrando y contando el número de 
unidades formadores de colonia antes y después de aplicar al agente causante de estrés.  
2.2.8. Agentes causantes de estrés e inhibidores 
2.2.8.1. Estrés oxidativo  
El estrés oxidativo se analizó mediante halo de inhibición de crecimiento en placas de YPD 
producido por la aplicación de H2O2 (30 % (v/v)), diamida 3 M y menadiona 0.5 M.  
2.2.8.2. Inhibidores del metabolismo del nitrógeno 
El ayuno de nitrógeno se provocó inhibiendo la biosíntesis de aminoácidos seleccionados o 
promoviendo la inhibición del complejo TORC1. La inhibición del complejo TORC1 se realizó 
con rapamicina (200 ng/mL) en YPD y/o SD. El ayuno de nitrógeno producido como 
consecuencia de la inhibición de la glutamina sintetasa se consiguió añadiendo glufosinato de 
amonio a una concentración variable de 0.5 o 10 mg/L en mosto sintético o L-metionina 
sulfoximina 100 mM en medio de laboratorio. Otros inhibidores utilizados fueron 
sulfumeturón metil (SM, 1 μg/mL) y 3-amino-1, 2, 4-triazol (AT, 10 mM), ambos en medio SD. 
Las concentraciones de rapamicina y MSX utilizadas para el cultivo en líquido durante periodos 
cortos son las anteriormente indicadas y el tratamiento fue de 20 y 30 min respectivamente. 
También se utilizó 4-aza-D,L-leucina (azaLeu, 2 g/L), un análogo estructural tóxico de la leucina.  
Materiales y Métodos 
56 
 
Alternativamente a los agentes causantes de estrés, se provocó un estrés por ayuno de 
nitrógeno manteniendo las células en un medio sin nitrógeno (SD-N) durante 20 min previo 
lavado con el mismo medio.  
2.2.8.3. Inhibidores de la represión por glucosa 
La represión por glucosa en medios con fuentes alternativas de carbono, como la sacarosa y 
el glicerol, se provocó añadiendo glucosamina (GlcN, 0.05 %) o 2-desoxiglucosa (2DG,            
200 μg/mL), ambos análogos estructurales no metabolizables de la glucosa que impiden el 
crecimiento en los medios YPSac e YPGli, tanto en líquido como en placa. En medio de cultivo 
líquido, el ayuno de glucosa se produjo lavando las células de forma previa al experimento en 
el medio sin glucosa correspondiente (SD-Glu).  
3. Métodos de manipulación genética de microorganismos  
3.1. Transformación de Escherichia coli  
Las células competentes de E. coli se obtuvieron mediante el método de cloruro de rubidio 
(Hanahan, 1983; Sambrook y Russell, 2001). El protocolo seguido para la transformación de     
E. coli se detalla en Sambrook y Russell, (2001). Para la transformación de E. coli se parte de 
células competentes previamente descongeladas en hielo. Normalmente se suele añadir entre 
1 y 20 ng de DNA en un volumen que no supere más del 5 % del volumen de las células 
competentes empleadas. Se invirtió cuidadosamente y se incubó en hielo 30 min. 
Posteriormente se llevó a cabo el choque térmico incubando a 42 °C durante 90 s; a 
continuación, se dejaron en hielo al menos 5 min. Las células se recuperaron añadiendo             
8 volúmenes de medio LB durante 1 h a 37 °C. Una vez transcurrido el tiempo, las células se 
sembraron en placas de medio selectivo LB con ampicilina 50 μg/mL.  
3.2. Construcción de mutantes de S. cerevisiae 
La recombinación homóloga de secuencias cortas presentes en oligonucleótidos con los 
cuales se amplifican genes de selección es la estrategia que se utiliza para la obtención de 
mutantes de deleción en levaduras. El marcador utilizado para las deleciones fue el marcador 
reciclable loxP-kanMX-loxP presente en el plásmido pUG6 (Guldener et al., 1996). 
Habitualmente, el cassette de disrupción se amplificó utilizando 100 pmoles de oligos de        
60 nucleótidos llamados a y b (Tabla 4) y 50 ng del plásmido en un volumen de 100 μL (PCR 
preparativa). Para el etiquetado de proteínas con las etiquetas MyC13 y GFP, el marcador 
utilizado también fue el marcador de resistencia a geneticina, pero en este caso, presentes en 
los plásmidos pFA6a-13Myc-KanMX6 y pFA6- GFP-KanMX6, respectivamente (Longtine et al., 
1998). El cassette de etiquetado se amplificó de manera similar al cassette de deleción; sin 
embargo, los oligos de 60 nucleótidos se llamaron Fw y Rv (Tabla 4).  
Los cassettes obtenidos se purificaron mediante un kit de purificación de fragmentos de 
PCR (Ultra clean®PCR clean-up kit de MoBio o mi-PCR Purification kit de Metabion®); una vez 
purificados se utilizaron directamente para la transformación de las levaduras (ver más 
adelante).  
Las colonias capaces de crecer en el medio selectivo (YPD + geneticina) se aislaron y se 
comprobaron mediante PCR utilizando los oligonucleótidos c (ceba en el promotor del gen 
delecionado) y el K2 (ceba en el gen kanMX). Al trabajar con cepas diploides es necesario 
detectar la presencia de copias adicionales intactas del gen en proceso de deleción. Para ello, 
se utilizó la pareja de cebadores c y d (ceba en la ORF del gen que se ha eliminado durante la 
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deleción). La comprobación del etiquetado de genes se realizó con el par de cebadores e 
(región 3’ UTR) y K3.  
Debido a que el marcador de selección utilizado (loxP-KanMX-loxP) de pUG6 está 
flanqueado por secuencias loxP se pueden obtener mutantes con deleciones múltiples o bien 
delecionar las dos copias de un gen. Los sitios loxP son reconocidos por la recombinasa Cre del 
fago P1. Por ello, para eliminar el gen marcador se transforma otra vez pero con el plásmido 
YEp-cre-cyh (Delneri et al., 2000). Este plásmido posee la recombinasa Cre bajo el control del 
promotor del gen GAL1 y un gen de resistencia a cicloheximida como marcador de selección. 
Así pues, los transformantes seleccionados se cultivaron en YPD con cicloheximida durante 
toda la noche. A continuación, se lavaron con YPGalactosa y se incubaron durante 3 h para 
permitir la expresión de la recombinasa Cre. Finalmente, se sembró la dilución 
correspondiente en YPD. Aquellas colonias capaces de crecer en YPD pero no en YPD + 
geneticina fueron seleccionadas para comprobarse mediante PCR. La eliminación del gen 
reportero se comprobó mediante el par de cebadores c/e, siendo e un oligo que ceba con la 
región 3’ UTR del gen en cuestión. Así pues, se obtendrá en el caso de transformantes positivos 
una banda de menor tamaño si el gen reportero se ha eliminado.  
Para la construcción de cepas sobreexpresantes de genes de interés se utilizó como molde 
para la PCR el plásmido pKanMX-MET17p con los oligos correspondientes para amplificar estos 
moldes y poder integrarse en la región promotora de dichos genes (Cardona et al., 2007; 
Orozco et al., 2013). 
La construcción de mutantes petite se realizó siguiendo el protocolo descrito por Curran y 
Carter, (1986). Se inoculó medio YPD a partir de células cultivadas durante toda la noche en 
medio SD. Se añadió bromuro de etidio (10 μg/mL) y se dejaron crecer 24 h a 24 °C. Al día 
siguiente se sembraron en YPDG (3 % glicerol, 0.1 % glucosa (w/v)) con la dilución 
correspondiente del cultivo. Las colonias aisladas de ese medio se sembraron de nuevo en un 
medio YPG (3 % glicerol) con el objetivo de observar si su respiración era deficiente.  
3.2.1. Transformación de levaduras 
Las transformaciones de S. cerevisiae se realizaron siguiendo el método del acetato de litio 
descrito por Ito et al. (1983) con las modificaciones introducidas por Gietz y Woods (2002). Se 
inocularon 50 mL de YPD, a una D.O.600 de 0.2, a partir de un precultivo incubado toda la noche 
en YPD. Cuando el precultivo alcanzó una D.O.600 aproximada de 2, las células se recogieron 
por centrifugación a 3500 rpm 2 min y se llevaron a cabo dos pasos de lavado con agua; el 
primero de ellos con 25 mL y el segundo con 1 mL. Las células se resuspendieron de nuevo en 
1 mL de agua miliQ y se separaron alícuotas de 100 μL (tantas alícuotas como plásmidos o 
cassettes se van a transformar, más un control sin DNA). Después se realizó una centrifugación 
de 30 s a 12000 rpm para resuspender posteriormente las células en una mezcla de 240 μL de 
polietilenglicol 50 % (p/v) (peso molecular 3350), 36 μL de LiAc 1 M, 50 μL de DNA carrier         
2 mg/mL y 34 μL del DNA para transformar completando hasta un volumen final de 360 μL con 
agua miliQ. Se incubó 20 min a 30 °C y otros 20 min a 42 °C, constituyendo así el choque 
térmico. Finalmente, la mezcla de transformación se sembró en placas de YPD, medio de 
recuperación, y se incubaron a 30 °C durante toda la noche. Al día siguiente, se realizó una 
réplica en placa YPD + geneticina o SD + cicloheximida.  
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4. Métodos de manipulación y análisis de ácidos nucleicos 
4.1. Obtención de DNA  
4.1.1. DNA plasmídico bacteriano 
Los plásmidos de E. coli se obtuvieron siguiendo el protocolo descrito en Sambrook y 
Russell (2001) basado en la lisis alcalina.  
4.1.2. DNA genómico de levadura 
Se siguió el protocolo descrito por Legras y Karst (2003) con ciertas modificaciones. Se 
partió de precultivos de YPD de 5 mL cultivados a saturación. Las células se rompieron en     
400 μL de tampón de lisis (Tris-HCl 10 mM pH 7.6, EDTA 1 mM, NaCl 100 mM, Tritón X-100 2 % 
(p/v), SDS 1 % (p/v)), 400 μL fenol:cloroformo:alcohol isoamílico (25:24:1) y 600 μL perlas de 
vidrio. La rotura celular se produjo en tres tandas mediante un Fastprep®-24 a 5.5 de 
intensidad durante 20 s. Posteriormente, se añadieron 200 μL de tampón TE (Tris-HCl 10 mM 
pH 7.6, EDTA 1 mM). Tras centrifugar, se volvieron a extraer con 500 μL de 
fenol:cloroformo:alcohol isoamílico (25:24:1). Los ácidos nucleicos se precipitaron con etanol 
100 % con un lavado posterior con etanol al 70 % y se resuspendieron en tampón TE.  
4.2. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
La PCR se utilizó para la construcción y la comprobación de las diferentes modificaciones 
genéticas realizadas en las cepas de levadura, así como para la amplificación del gen GAT1 y 
elementos delta. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen final de 25 μL 
(analítica) o 100 μL (preparativa). La mezcla de reacción fue la siguiente: 3.0 ng/ µL de DNA 
molde genómico o 0.4 ng/µL de DNA plasmídico, 1.0 pmol/µL de cada cebador, dNTPs 
0.25mM, 1.0 U de mi-Taq only de Metabion o Taq-DNA polimerasa (Plus) de UVAT-Bio, tampón 
suministrado por la casa comercial con MgCl₂ respectivamente (50 mM KCl, 10 mM Tris-HCl pH 
8.8, 0.1 % (v/v) Tween-20, 1.5 mM MgCl2) y (50 mM KCl, 10 mM Tris-HCl (pH 8.5 a 25 °C),       
0.1 % (p/v) Tritón X-100, 2.5 mM MgCl₂). Las condiciones de reacción fueron: 1 ciclo de              
1 min a 94 °C, 25-40 ciclos compuestos de 30 s a 94 °C, 45 s a temperatura óptima de 
hibridación para cada par de oligonucleótidos y un tiempo variable de extensión (1 min por 
cada kb) a 72 °C y finalmente un paso de extensión final de 10 min a 72 °C. Después de la 
reacción las muestras se guardaron a 4 °C. 
Los transformantes de levadura se comprobaron mediante PCR analíticas utilizando como 
molde de DNA una colonia de levadura previamente resuspendida en 3 μL de NaOH 0.01 M, 
congelada a -80 °C unos segundos y calentada posteriormente a 95 °C durante 10 min 
provocando así la lisis celular.  
El programa utilizado para las amplificaciones de los elementos delta es el siguiente (Legras 
y Karst, 2003): 4 min a 95 °C seguido de 35 ciclos de 4 min compuestos por 30 s a 95 °C, 30 s a 
46 °C y 90 s a 72 °C, y un paso de extensión final de 10 min a 72 °C, utilizando los 
oligonucleótidos delta12-21. Legras y Karst (2003) diseñaron la pareja de cebadores 
delta12/delta21 con los que pudieron tipificar hasta 53 cepas de S. cerevisiae. 
4.2.1. Obtención de RNA total de levadura  
Las extracciones de RNA se realizaron por cuadruplicado a partir de células procedentes de 
cultivos de 5 días de crecimiento en mosto sintético MS75. Una vez recogidas y lavadas con 
agua, las células procedentes de 10 mL de medio MS75 inoculado a una D.O.600 de 0.1, se 
resuspendieron en 0.5 mL de tampón TES (Tris- HCl 10 mM pH 7.5, EDTA 1 mM, SDS 0.5 % 
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(p/v), se añadieron 0.5 mL de fenol ácido y 1 volumen de perlas de vidrio. Se procedió a la 
rotura celular mediante agitación mecánica en un aparato FastPrep®-24 a 5.5 de intensidad 
durante 30 s con 3 repeticiones. Tras centrifugar a 13000 rpm durante 5 min, el RNA se extrajo 
de nuevo con fenol:cloroformo (5:1) y se centrifugó de nuevo para extraer con una mezcla de 
cloroformo:alcohol isoamílico (24:1). Después de centrifugar, el RNA se precipitó con 0.1 
volúmenes de LiCl 5 M y 2.5 volúmenes de etanol absoluto a -20 °C durante 3 h. Se realizó un 
paso de lavado con etanol al 70 % (v/v) y se resuspendió en agua libre de RNasas. La 
concentración de RNA se determinó mediante el aparato espectrofotométrico NanoDrop      
ND-1000 (ThermoScientific).  
4.2.2. Análisis transcriptómico 
La medida de la expresión génica mediante el uso de arrays de DNA se realizó a partir del 
RNA extraído en el Servicio de Genómica y Genética Traslacional del Centro de Investigación 
Príncipe Felipe. Se utilizaron 150 ng de RNA total de tres experimentos independientes para 
producir cRNA marcado con cianina 3-CTP con el kit Low Input Quick Amp Labelling de Agilent 
siguiendo las instrucciones del fabricante. Continuando con el protocolo One-Color Microarray-
Based Gene Expression Analysis de Agilent, 600 ng de cRNA marcado se hibridaron con el 
microarray de expresión génica de levaduras (V2, 8x15K, de Agilent), el cual contiene más de 
6256 sondas de S. cerevisiae (cepa S288c). Los arrays se escanearon en Agilent Microarray 
Scanner (G2565C de Agilent) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los datos se extrajeron 
con el software Agilent Feature Extraction 11.5.1.1. Las categorías de Gene Ontology (GO) de 
los genes que están inducidos y reprimidos se obtuvieron mediante un análisis con el 
programa FuncAssociate 2.1 (Berriz et al., 2009).  
4.3. Electroforesis de DNA en geles de agarosa 
La separación de los fragmentos de DNA se llevó a cabo en geles de agarosa horizontales de 
entre 1 % y 2 % de agarosa (p/v) según el tamaño de los fragmentos a separar. El tampón 
utilizado de electroforesis, el cual también se utilizó para preparar los geles de agarosa, fue 
TBE 0.5 X (Tris-HCl 44.5 mM, ácido bórico 44.5 mM, EDTA 1.25 mM). Las muestras se 
disolvieron en tampón de carga (azul de bromofenol 0.25 % (p/v), xilencianol 0.25 % (p/v), 
glicerol 30 % (v/v)) y las electroforesis se llevaron a cabo a voltaje constante entre                  
2.0-10 V/cm. La detección del DNA se realizó bajo luz fluorescente debido a que se añadió 
bromuro de etidio (0.5 µg/mL) o GoldView DNA Safe Stain 0.05 % (v/v) (UVAT). 
Independientemente de la tinción utilizada, las imágenes de los geles se capturaron con una 
cámara Kodak Digital Science DC120.  
4.4. Aislamiento de fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa 
La purificación de los fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa se ha realizado 
utilizando el kit NA1111-1KT de Sigma-Aldrich® siguiendo las instrucciones del fabricante. Para 
favorecer la separación de las bandas, la electroforesis se realizó en un gel al 2 % (p/v) de 
agarosa. Posteriormente, se escindieron con una cuchilla las bandas, las cuales se visualizaron 
bajo luz azul para disminuir las mutaciones producidas por la luz ultravioleta.  
4.5. Secuenciación de fragmentos de DNA  
La secuenciación por el método de Sanger se realizó en el Servicio Central de Apoyo a la 
Investigación Experimental (SCSIE) de la Universitat de València. Las muestras, disueltas en 
agua en agua miliQ estéril, se cuantificaron mediante un equipo Nanodrop ND-1000 
(ThermoScientific).  
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5. Métodos de obtención y análisis de proteínas 
5.1. Extracción de proteínas  
La obtención de los extractos de proteínas fue diferente en función de la proteína a 
visualizar mediante western blot e inmunodetección. Tanto para el análisis de la fosforilación 
como para el estudio del nivel de expresión de proteínas (Pgk1p-GFP y Rps6p), las células se 
recogieron por centrifugación y se lavaron con NaCl 0.9 % para, posteriormente, congelarlas a   
- 80 °C hasta la ruptura celular. Las proteínas se extrajeron en 500 μL de tampón de lisis (Tris-
HCl 1 M pH 7.5, NaCl 5 M, MgCl₂ 1 M, NP40 10 % (v/v), PMSF 0.1 M y una pastilla de 
inhibidores de proteasas comercial (complete Mini, EDTA-free de Roche)). Para evitar la 
defosforilación de las proteínas de interés por parte de las fosfatasas, se añadió al tampón de 
lisis tres inhibidores de fosfatasas: β-glicerolfosfato 1 M, sodio ortovanadato 0.5 M y NaF      
1.25 M. El tampón de lisis para la visualización de Rps6p contenía adicionalmente Tween-20 al 
0.5 % (v/v).   
Una vez añadido el tampón de lisis, se hicieron 4 rondas de rotura de 20 s a intensidad 4.5 
en el FastPrep®-24. El extracto se clarificó mediante centrifugación (10 min a 12000 rpm) y se 
cogieron dos alícuotas del sobrenadante. A una de las alícuotas se le añadió tampón de carga 
de proteínas 4X (Tris-HCl 240 mM pH 6.8, SDS 8 % (p/v), glicerol 40 % (v/v), β-mercaptoetanol 
10 % (v/v), azul de bromofenol 0.08 % (p/v)). La desnaturalización de las proteínas se realizó 
hirviendo 5 min a 100 °C. Las muestras se guardaron a - 20 °C hasta su utilización. La otra 
alícuota procedente del sobrenadante se utilizó para la cuantificación de proteínas mediante el 
método de Bradford (BioRad Inc).  
La extracción de proteínas con el objetivo de visualizar la fosforilación de la proteína Snf1p 
y la migración electroforética de la proteína Gln3p se realizaron utilizando un protocolo de 
extracción con ácido tricloroacético (TCA) según Serra-Cardona et al., (2014) con 
modificaciones de Orlova et al., (2008). Se recogieron 5 unidades de D.O.600 y se añadió ácido 
tricloroacético al 5.5 % (v/v). Se mantuvieron en hielo 15 min y las células se recogieron por 
centrifugación (2 min a 4 °C a 12000 rpm). Posteriormente se hicieron dos ciclos de lavado con 
acetona pura, se dejó secar al aire y se guardaron a - 80 °C. Una vez descongeladas, se 
procedió a la rotura celular mediante la adición de 150 μL de Tris-HCl 10 mM pH 7.5 EDTA        
1 mM y 150 μL de NaOH 0.2 M. Después se centrifugó 1 min a 12000 rpm y el sedimento se 
resuspendió en 150 μL de tampón de carga de proteínas. Las proteínas se hirvieron a 100 °C 
durante 5 min para posteriormente centrifugar 5 min a 12000 rpm. El sobrenadante de dicha 
centrifugación constituyó la muestra a analizar. Se cargaron 10 μL de sobrenadante por cada 
carrera del gel para la electroforesis de proteínas.  
5.1.1. Defosforilación de proteínas  
Para aquellas proteínas cuya movilidad electroforética depende de su grado de 
fosforilación, se corroboró mediante tratamiento con fosfatasa lambda (Santa Cruz 
Biotechnology). En el caso de la extracción mediante tampón de lisis, el tratamiento se realizó 
sin inhibidores de fosfatasas con el extracto proteico procedente de la centrifugación mientras 
que para la extracción con TCA, el tratamiento con fosfatasa se realizó con el pellet obtenido 
después de la rotura celular.  
En un volumen de reacción de 100 μL se añadió 80 μL de extracto proteico o pellet 
procedente de la extracción con TCA, 10 μL de tampón comercial 10X (500 mM HEPES, pH 7.5, 
1 mM EGTA, 50 mM dithiotreitol y 0.1 % BRIJ 35), 10 μL MgCl2 y 0.5 μL λ fosfatasa (Santa Cruz 
Biotechnology). 
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5.1.2. Cuantificación de proteína total 
Las proteínas se cuantificaron siguiendo el método de Bradford (Bradford, 1976) (Bio-Rad) 
mediante una curva patrón con seroalbúmina bovina. De forma estándar, las electroforesis de 
proteínas se realizaron con 50 μg de proteína total.  
5.2. Co-inmunoprecipitación de proteínas 
La extracción de las proteínas se realizó con el mismo procedimiento descrito en el 
apartado 5.1 de Materiales y Métodos aunque el tampón de lisis fue ligeramente diferente      
(50 mM Tris-HCl pH 8.0, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 10 % glicerol, 5 mM MgCl2, inhibidores de 
proteasas). Una vez clarificado el extracto, parte del sobrenadante se utilizó como INPUT 
(extracto total) y, por tanto, se le añadió directamente tampón de carga 4X y se hirvió a 100 °C 
durante 5 min; se recogieron otros 400 μL del extracto total a los cuales se le añadió 30 μL de 
perlas anti-c-MyC agarose affinity gel antibody, de Sigma. Previo al uso de las perlas, éstas se 
lavaron varias veces con el tampón de lisis. El extracto proteico se incubó durante toda la 
noche junto con las perlas en un agitador orbital a 4 °C. Posteriormente, se centrifugaron las 
muestras a 10000 rpm durante 1 min. Se recogió una alícuota del sobrenadante, 
constituyendo así la Fracción No Retenida, y se le adicionó tampón de carga 4X y se hirvió        
5 min a 100 °C. El resto del sobrenadante se eliminó. Se procedió a lavar las perlas con la 
proteína de interés unida por el epítopo MyC, con 200 μL de tampón de lisis. Se centrifugó a 
12000 rpm durante 30 s retirando así el sobrenadante. A continuación, se le añadió tampón de 
carga 4X (sin β-mercaptoetanol) y se hirvió a 100 °C durante 5 min constituyendo así la 
Fracción Inmunoprecipitada. Todas las muestras se congelaron a - 20 °C hasta su uso.  
5.3. Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) 
El análisis de las proteínas se realizó mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en 
condiciones desnaturalizantes en el sistema de mini geles X-Cell de Invitrogen. El gel separador 
está compuesto por tampón Tris-HCl 0.375 M pH 8.8, SDS 0.1 % y cantidades variables de 
acrilamida a partir de un stock de acrilamida/bisacrilamida (grado de entrecruzamiento 37.5:1) 
del 40 % de VWR, según el tamaño de la proteína a analizar. Para la correcta separación de las 
proteínas Gat1p, Gpd1p, Pgk1p, Rps6p, α-tubulina y aquellas proteínas con consenso RRxS/T 
se utilizó un gel separador con 10 % de acrilamida; un 8 % para Snf1p; un 7.5 % para Par32p y 
finalmente, un 6 % para Gln3p. El pregel (gel concentrador) contiene Tris-HCl 125 mM pH 6.8, 
SDS 0.1 % y acrilamida/bisacrilamida al 5 %. Se añadieron, tanto al pregel como al gel 
separador, persulfato amónico al 0.08 % y 5 μL de TEMED (N, N, N', N'- tetrametilendiamina) 
como iniciador y el catalizador de la reacción de polimerización, respectivamente. Las 
electroforesis se desarrollaron en tampón Tris-glicina (Tris-HCl 25 mM pH 8.8, glicina 192 mM), 
por norma general a 80 V durante el pregel y posteriormente el voltaje se aumentó a 125 V 
(aprox 25 mA) durante el gel separador. Todas ellas finalizaron cuando el azul de bromofenol 
llegó al final del gel (tiempo variable en función del porcentaje de acrilamida).  
5.4. Transferencia del gel (western blot) e inmunodetección de proteínas  
Los geles de SDS-PAGE se transfirieron a membranas de polivinildenedifluoruro (PVDF) de 
Amersham Biosciences mediante el sistema Novex® Semi-Dry Blotter (Life Sequencing) durante 
1 h a 5 V/125 mA. Las membranas se equilibraron 30 s en metanol, se hidrataron con agua y 
finalmente se humedecieron en tampón de transferencia (glicina 0.19 M, Tris 25 mM, SDS      
0.1 % y metanol 20 % (v/v)). 
Una vez realizada la transferencia, las membranas se incubaron 1 h a temperatura 
ambiente con tampón de bloqueo (5 % seroalbúmina bovina en PBS-T (NaCl 137 mM, 2.7 mM, 
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Na2HPO4·7H2O 4.4 mM, KH2PO4 1.4 mM pH 7.3, Tween-20 0.1 %)). Posteriormente se incubó 
con el anticuerpo primario diluido convenientemente en solución de bloqueo durante toda la 
noche a 4 °C. Al día siguiente, se realizaron 5 lavados de 5 min en PBS-T y se incubó una hora 
con el anticuerpo secundario conjugado con la peroxidasa de rábano (HRP) diluido en PBS-T a 
temperatura ambiente. Por último, se realizaron otros 5 lavados de 5 min con PBS-T y se 
procedió al revelado de la membrana. Los anticuerpos utilizados en este trabajo se detallan en 
la Tabla 6.  
Tabla 6. Anticuerpos utilizados en este trabajo.  
Anticuerpo 1ario Procedencia Dilución Anticuerpo 2ario Procedencia Dilución 














Invitrogen 1:1000 Anti-conejo BioRad 1:3000 
Anti-eIF2α John M. Zaborske 1:1000 Anti-conejo BioRad 1:3000 
Anti-Rps6 
 (S235-236) 








Anti-Pgk1 Invitrogen  1:1500 Anti-conejo BioRad 1:3000 
Anti-α-tubulina Sigma-Aldrich (Merck) 1:1000 Anti-ratón BioRad 1:3000 
Anti-AMPKα 
(Thr172) 
Cell Signaling Technologies 1:1000 Anti-conejo BioRad 1:3000 
Anti-poliHis Sigma-Aldrich (Merck) 1:3000 Anti-ratón BioRad 1:5000 
Anti-PKA Substrat 
(RRXS*/T* 
Cell Signaling Technologies 1:1000 Anti-conejo BioRad 1:3000 
 
5.5. Revelado y cuantificación 
La detección de las proteínas de interés se realizó mediante quimioluminiscencia utilizando 
el kit de revelado ECL™ Prime /Select Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare) con 
una dilución 1:1 de las soluciones A y B. La captación de imágenes se realizó utilizando la 
cámara y el software de LAS-1000 de Fujifilm o LAS-500 de GE Healthcare.   
5.6. Stripping 
Una vez revelada la inmunodetección, se procedió a la eliminación de los anticuerpos en 
dos pasos de lavado de 10 min en tampón de stripping suave (15 g/L glicina, 1 g/L SDS, 10 mL/L 
Tween-20, pH 2.2). Posteriormente, se realizaron dos lavados de 10 min en PBS y finalmente 
dos lavados de 5 min en tampón TBST (Tris-HCl 50 mM pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.1 % Tween-20). 
A continuación se procedió de nuevo al bloqueo de la membrana con tampón de bloqueo, 
siguiendo las instrucciones indicadas en el apartado 5.4  
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6. Medida de parámetros bioquímicos 
6.1. Análisis de los parámetros enológicos 
6.1.1. Determinación de azúcares reductores  
El consumo de azúcares durante las microvinificaciones se determinó siguiendo el 
protocolo de Robyt y Whelan, (1972) con ciertas modificaciones. 100 l de una dilución 1:100 
del sobrenadante procedente de la microvinificación se mezcló con un volumen del reactivo 
DNS (ácido dinitro-3,5-salicílico 0.01 g/mL, NaOH 16 mg/mL, tartrato doble Na-K 0.3 g/mL) y se 
hirvió 5 min a 100 °C. Posteriormente se añadió a cada reacción 1 mL de H2O destilada y se 
procedió a medir la absorbancia a 540 nm. La concentración de azúcares se determinó 
mediante interpolación con una recta patrón preparada a partir de una disolución stock de 
glucosa de 2 g/L.  
6.1.2. Determinación de etanol  
La determinación de etanol se realiza mediante cuantificación enzimática utilizando alcohol 
deshidrogenasa. Para ello, se añade 1 mL de tampón Gly/Tris conteniendo el coenzima oxidado 
de la reacción (Glicina 0.2 M, Tris-HCl pH 9.7, NAD+ 50 mM) a 200 μL de una dilución 1:5000 del 
sobrenadante procedente del final de la microvinificación. Se procede a medir la absorbancia 
inicial a 340 nm. A continuación, se añaden 20 μL de alcohol deshidrogenasa (20 U/mL, aprox. 
4 mg/mL) y se mide la absorbancia de nuevo después de 15 min de incubación. La 
concentración de etanol se determina por interpolación de la recta patrón preparada a partir 
de etanol 1.2 mM.  
6.1.3. Determinación de α-aminoácidos 
La determinación de α-aminoácidos se realizó siguiendo la metodología de OPA/N-acetil-L-
cisteína descrita en Dukes y Butzke, (1998). No se requiere dilución del sobrenadante 
procedente de la vinificación. Un volumen de 50 μL de muestra se añade a 3 mL de solución A 
(NaOH 3.84 g/L, ácido bórico 8.468 g/L, N-acetil-L-cisteína 0.816 g/L) y otros 50 μL a 3 mL de 
solución B (OPA 0.671 g/L NaOH 3.84 g/L, ácido bórico 8.468 g/L, N-acetil-L-cisteína 0.816 g/L y 
10 % de etanol 95 %). Se procede a medir la absorbancia a 335 nm a partir de 10 min. La 
concentración de α-aminoácidos se determina por interpolación de la recta patrón preparada 
a partir de isoleucina 10 mM.  
6.1.4. Determinación de amonio 
La determinación de amonio se realizó utilizando el kit comercial MAK310 (Ammonia Assay 
Kit) de Sigma-Aldrich siguiendo las instrucciones del fabricante.  
6.1.5. Determinación de ácido acético, acetaldehído y glicerol  
Estos metabolitos se determinaron utilizando kits de r-biopharm (Roche) según las 
instrucciones del fabricante.  
6.1.6. Determinación de cAMP 
Para la determinación del cAMP se utilizó el kit RPN2251 (GE Healthcare) siguiendo las 
instrucciones del fabricante con las modificaciones descritas en García et al., (2017). Se 
recogieron 15 unidades de D.O.600 mediante centrifugación a 2500 rpm 3 min a 4 °C. 
Posteriormente, el sedimento se congeló en nitrógeno líquido y se guardó a - 80 °C hasta su 
uso para la determinación del cAMP. Una vez descongelado el pellet en hielo, éste se lavó con 
PBS y se determinó el peso (peso húmedo). A continuación se añadió 350 µL de Lysis Reagent 
2B y 150 µL perlas de vidrio para proceder a la ruptura celular utilizando 3 ciclos de rotura de 
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20 s a velocidad 4.5 m/s en un FastPrep-24. Se centrifugó 10 min a 4 °C a 12000 rpm y el 
sobrenadante constituyó la muestra a analizar mediante el inmunoensayo descrito en el 
mencionado kit. Las muestras se analizaron por triplicado.  
6.2. Análisis del metaboloma  
Las células creciendo en mosto sintético se recogieron en fase estacionaria cuando la 
concentración de azúcares reductores era aproximadamente 50 g/L y se congelaron 
inmediatamente para su envio y posterior análisis en la empresa Metabolon® (Durham, Nueva 
York). Las células, cinco muestras por cada condición, se prepararon usando un sistema 
automático Microlab STAR® de la compañía Hamilton. Las proteínas se precipitaron con 
metanol bajo una rotura vigorosa durante 2 min en un Glen Mills GenoGrinder 2000 y se 
centrifugaron. El extracto resultante se dividió en 5 alícuotas: dos de ellas para el análisis por 
(RP)/UPLC-MS/MS con un electrospray ionizante en modo iónico positivo (ESI), otra para el 
análisis por (RP)/UPLC-MS/MS con modo iónico negativo (ESI), una para el análisis por 
HILIC/UPLC-MS/MS con modo iónico negativo y otra muestra reservada como control. Los 
solventes orgánicos se eliminaron con TurboVap® (Zymark).  
Todas las muestras se analizaron mediante cromatografía líquida de ultra resolución (UPLC) 
ACQUITY de Waters junto con un espectrómetro de masas Orbitrap (Thermo Fisher). Una vez 
deshidratados los extractos, éstos se reconstituyeron con diferentes solventes orgánicos para 
favorecer los pasos posteriores. Una de las alícuotas fue analizada en condiciones iónicas 
ácidas optimizadas cromatográficamente para compuestos hidrofílicos. Para ello, se utilizó una 
columna C18 (Waters UPLC BEH C18‐2.1x100 mm, 1.7 μm), la cual se eluyó utilizando un 
gradiente de agua, metanol y 0.05 % de ácido perfluoropentanoico (PFPA) y 0.1 % de ácido 
fórmico. La otra alícuota restante, también analizada utilizando electrospray ionizante en 
modo iónico positivo, se pasó por una columna C18 y se eluyó mediante gradiente formado 
por metanol, acetonitrilo, agua, 0.05 % PFPA y 0.01 % ácido fórmico.  La alícuota analizada 
mediante electrospray, pero en este caso, en modo iónico negativo, se eluyó de otra columna 
C18 mediante gradiente formado por metanol y agua pero con bicarbonato de amonio 6.5 mM 
pH 8.0. La cuarta alícuota fue analizada utilizando una columna HILIC (Waters UPLC BEH Amida 
2.1x150 mm, 1.7 μm) utilizando un gradiente constante de agua y acetonitrilo con 10 mM de 
formato de amonio pH 10.8. Todas las muestras se analizaron utilizando un espectrómetro 
MS/MS Orbitrap y los datos crudos se recogieron y se analizaron usando hardware y software 
de la empresa Metabolon®. Los metabolitos se identificaron por comparación con las librerías 
haciendo referencia al tiempo de retención, relación masa/carga y el cromatograma de todas 
las moléculas presentes en la librería. 
La concentración de proteínas se normalizó utilizando el método de Bradford (Bradford, 
1976). Para cada metabolito se aplicó un análisis estadístico t-Student para averiguar si las 
diferencias observadas eran estadísticamente significativas.  
6.3. Análisis de los parámetros de estrés 
6.3.1. Cuantificación de trehalosa/ glucógeno 
Tanto la cuantificación de la trehalosa como del glucógeno se realizó siguiendo el protocolo 
descrito por Parrou y François, (1997). Se recogieron 10 mg de peso seco de células por 
centrifugación (3500 rpm, 2 min). Las células se resuspendieron en 250 μL de Na2CO3 250 mM 
y se incubaron 4 h a 95 °C. Posteriormente, se añadieron 150 μL de ácido acético 1 M y 600 μL 
de tampón acetato sódico 0.2 M pH 5.2. Las muestras se centrifugaron a 12000 rpm durante 
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30 s. El sobrenadante se dividió en dos alícuotas; una para la determinación de trehalosa y la 
otra para la determinación de glucógeno.  
Para la determinación de la trehalosa, se incubó el sobrenadante con 8.4 mU de trehalasa 
comercial (Sigma) en agitación a 37 °C durante 12-16 h. En dicha incubación también se añadió 
el blanco con extracto pero sin trehalasa. La cuantificación de trehalosa se determinó por 
interpolación en la recta patrón realizada entre 0 y 20 μg de trehalosa. La reacción se paró 
hirviendo las muestras. Posteriormente se centrifugaron y se valoró la glucosa liberada 
mediante ensayo enzimático glucosa oxidasa/peroxidasa.  
Al sobrenadante utilizado para la determinación del glucógeno se le añadió 5 μL de 
amiloglucosidasa de Aspergillus Níger 100X (120 U/mL en agua). Posteriormente, se incubó 
durante toda la noche a 57 °C. Los controles se prepararon con extracto pero sin enzima. Las 
muestras se centrifugaron 30 s a 12000 g y la liberación de glucosa se valoró mediante ensayo 
enzimático glucosa oxidasa/peroxidasa.  
6.3.2. Cuantificación de glucosa mediante el método enzimático glucosa 
oxidasa/peroxidasa 
La determinación de la glucosa se realizó siguiendo el protocolo de Zimmermann y Eaton 
(1974) con ciertas modificaciones. Se añadió a un volumen de 100 μL de muestra, 400 μL de la 
mezcla de reacción (7.8 U de glucosa oxidasa, 0.4 U de peroxidasa, 0.9 mM O-dianisidina en 
tampón fosfato potásico 100 mM pH 7.0). La reacción se llevó a cabo durante 15 min a 30 °C y 
se detuvo añadiendo 500 μL de HCl 6 M. Posteriormente se midió la D.O.540. La cantidad de 
glucosa se calculó mediante interpolación con una recta patrón de glucosa realizada con 
cantidades de 0 a 10 μg.  
6.4. Determinación de anión superóxido  
La determinación de anión superóxido se realizó siguiendo las indicaciones de Klinger et al.,  
(2010) con ciertas modificaciones. Las células se cultivaron en medio YPD y se recogieron           
4 unidades de D.O.600 tanto en fase exponencial como en fase estacionaria de crecimiento. Se 
realizaron dos pasos de lavado con PBS (NaCl 137 mM, 2.7 mM, Na2HPO4·7H2O 4.4 mM, 
KH2PO4 1.4 mM pH 7.3) mediante centrifugación 2 min a 4000 rpm. Posteriormente, se 
resuspendieron en 200 μL de PBS con 10 μg/mL de DHE (dihidroetidio) y se pasaron a una 
placa multipocillo. Se incubaron durante 15 min a 30 °C en oscuridad y se midió la intensidad 
de fluorescencia en un lector de microplacas Varioskan LUX de ThermoFisher. La longitud de 
excitación y emisión fue 485 y 595 nm respectivamente.  
7. Técnicas microscópicas  
Todos los experimentos de fluorescencia se realizaron en un microscopio de fluorescencia 
Nikon Eclipse 90i. Los experimentos para la localización de Gat1p y de Gln3p se realizaron en 
medio mínimo SD con 0.1 % (NH4)2SO4 en fase exponencial, momento en el cual se le añadió el 
inhibidor correspondiente (MSX 2 mM o rapamicina 200 ng/mL) o bien se cambió a un medio 
sin nitrógeno.  
La visualización de ácidos nucleicos se llevó a cabo mediante la tinción con DAPI (4 ',6-
diamidino-2-fenilindol, 1 mg/mL) y la membranas vacuolares con MM4-64 40 μM (N-(3-
trietilamoniopropil)-4-(6(4-(dietilamino)fenil)hexatrienil)piridinio de bromuro. En ambos casos 
la incubación se realizó en oscuridad. Acabado el tiempo de incubación se realizó un paso de 
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lavado en el medio correspondiente para eliminar el exceso de fluorescencia y se observaron 
las células bajo el filtro correspondiente.  
8. Tratamiento estadístico de los datos  
En los resultados de carácter cuantitativo en los que se muestra un análisis estadístico de 
los datos, se realizó un test t de student de una cola con dos grados de libertar para comparar 
las medias de dos categorías dependientes a través de la desviación típica (DT). Se consideran 
valores significativos aquellos con un valor de p (p-value) menor o igual a 0.05, lo que 
corresponde a un intervalo de confianza del 95 %.  
Tanto los análisis gráficos como estadísticos de las fermentaciones a pequeña escala del 
análisis fenómico se llevaron a cabo utilizando el software R (Team R. Core, 2018).  La variación 
de cada rasgo se determinó mediante análisis de la varianza (ANOVA) usando la función aovp 
del paquete ImPerm. Se aplicó el test de Tukey sobre los resultados del ANOVA para 
determinar qué grupo de medias eran significativamente diferentes utilizando la función 
HSD.test (paquete agricolae). El análisis de componentes principales (PCA) se calculó utilizando 
el paquete ade4. En caso necesario, se aplicó una comparación no paramétrica de las muestras 
utilizando el test de Wilcoxon-Mann-Withney (α = 0.05). Los heat maps se obtuvieron 
utilizando la función heatmap.2 del paquete Stats a partir de los datos normalizados de los 
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 Capítulo 1 
RUTAS DE SEÑALIZACIÓN DE NUTRIENTES EN CONDICIONES DE VINIFICACIÓN: 
ANÁLISIS Y MODIFICACIÓN MEDIANTE EVOLUCIÓN DIRIGIDA. 
En este capítulo se aborda el estudio de las rutas de señalización de nutrientes en 
condiciones de laboratorio y de vinificación con el objetivo de investigar la comunicación 
cruzada entre ellas en cepas vínicas. Gran parte de los estudios realizados en S. cerevisiae 
utilizan como referencia cepas de laboratorio que, a diferencia de las utilizadas en ambientes 
industriales, han sido cultivadas en condiciones y medios óptimos, mientras que las cepas 
industriales deben hacer frente a condiciones no óptimas de crecimiento. Se pretende 
dilucidar las diferencias entre ambos tipos de cepas, así como utilizar la evolución dirigida, una 
de las técnicas más actuales para la obtención de cepas mejoradas, usando compuestos 
químicos cuyas dianas forman parte los mecanismos de respuesta a los nutrientes. Finalmente, 
se analiza el estado de activación de las principales rutas de señalización de nutrientes en 
condiciones de laboratorio y de vinificación para intentar definir qué hace que las cepas vínicas 
sean adecuadas para la vinificación.  
1. Análisis de fenotipos diferenciales respecto a la señalización de 
nutrientes en cepas vínicas 
El mosto de uva se caracteriza por presentar una concentración de nitrógeno baja por lo 
que la selección de cepas de levadura para vinificación considera los requerimientos de 
nitrógeno (bajo, medio o elevado) un criterio importante que se incluye en la ficha técnica de 
los inóculos comerciales, junto con otras características relevantes, como la velocidad de 
fermentación, la producción de glicerol o la tolerancia al alcohol. Como se ha comentado 
anteriormente, para evitar ralentizaciones y paradas en la fermentación es necesario 
seleccionar la cepa en función de la concentración de nitrógeno asimilable del mosto y del tipo 
de vino a producir. Se seleccionaron 16 cepas de levaduras vínicas industriales con diferentes 
requerimientos de nitrógeno con el objetivo de analizar su sensibilidad a inhibidores químicos 
cuyas dianas son, directa o indirectamente, las rutas de señalización de nutrientes con el fin 
correlacionar la funcionalidad de dichas rutas con sus requerimientos de nitrógeno.  
1.1. Análisis del consumo de azúcares  
Para comprobar si existía correlación entre los requerimientos de nitrógeno teóricos y la 
capacidad de la levadura para completar una vinificación limitante en nitrógeno se realizaron 
vinificaciones en mosto sintético MS68, concentración deficiente de nitrógeno, con las 16 
cepas seleccionadas y se determinó el tiempo que tardaban en finalizar la fermentación           
(< 5 g/L de azúcares reductores). Los resultados de las fermentaciones junto con los 
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Tabla 7. Tiempo de vinificación (< 5 g/L de azúcares reductores) de cepas industriales con 
diferentes requerimientos de nitrógeno (alto ↑, bajo ↓ o medio M) en mosto sintético MS68.  














El requerimiento de nitrógeno hace referencia a la cantidad de nitrógeno necesaria para 
mantener la tasa de fermentación constante en fase estacionaria, ya que gran parte del 
consumo de azúcares tiene lugar en dicha fase, y por tanto, si debe suplementarse al mosto 
para que la fermentación tenga lugar en condiciones controladas. Dicho requerimiento, así 
como la eficiencia de fermentación difiere entre cepas, tal como se muestra en la Tabla 7.  
Si bien es cierto que en el ámbito industrial el mosto puede ser suplementado con fosfato 
de diamonio para aumentar la concentración de nitrógeno, la vinificación se realizó en mosto 
sintético MS68 para intensificar los fenotipos de las cepas. Además, la adición excesiva de 
nitrógeno al mosto puede dar lugar a contaminaciones adicionales y a productos aromáticos 
indeseables como consecuencia del nitrógeno no consumido. Por ello, es necesario conocer 
correctamente los requerimientos de nitrógeno de las distintas cepas.  
Las cepas IFI 367 e IFI 391 (Instituto de Fermentaciones Industriales, IFI) se añadieron 
como controles de cepas aisladas de entornos industriales con deficiencias en la fermentación 
(Zuzuarregui y del Olmo, 2004), aunque no se dispone de datos de requerimiento de nitrógeno 
por no ser comerciales. Las fermentaciones en mosto natural con estas cepas se paran cuando 
la concentración de azúcares reductores está alrededor de 135-155 g/L. En la vinificación 
realizada en MS68, ambas cepas finalizan la fermentación a tiempos largos (34 días), como 
otras cepas para las que si se conoce el requerimiento elevado (UCLM S235, UCLM S377 y 
BM45), y la cepa CSM, a pesar de presentar un requerimiento medio.  
Las cepas que menos tardan en finalizar la fermentación son la L2056, 71B, DV10 y 
CY3079, dos de ellas con bajo requerimiento (71B y DV10) y dos con medio y alto (L2056 y 
CY3079, respectivamente), indicando que los requerimientos de nitrógeno no correlacionan 
perfectamente con la capacidad de finalizar la fermentación en nuestras condiciones. Dado 
Cepas Requerimiento N2 Días finalización fermentación 
L2056 M 21 
71B ↓ 21 
DV10 ↓ 21 
CY3079 ↑ 21 
CKS102 ↑ 23 
BCS103 ↓ 25 
M2 ↑ 26 
T73 ↓ 26 
EC1118 ↓ 26 
RC212 ↑ 26 
CSM M 34 
UCLMS235 ↑ 34 
UCLMS377 ↑ 34 
BM45 ↑ 34 
IFI 367 N.D. 34   
IFI 391 N.D. 34   
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que la clasificación comercial se basa en evidencia experimental en diversos mostos naturales 
se mantendrá esa categorización a lo largo de toda la tesis.  
1.2. Respuesta a la disponibilidad de nitrógeno  
Se analizó a continuación el crecimiento en presencia de compuestos que afectan a 
diversas etapas del metabolismo del nitrógeno, creando ayunos concretos, con la finalidad de 
relacionar las dianas concretas inhibidas y las rutas a las que pertenecen con el fenotipo global 
de las distintas cepas.  
1.2.1. Efecto de inhibidores químicos de la síntesis de aminoácidos en el 
crecimiento. 
Se realizaron goteos en placa en medio mínimo SD, carente completamente de 
aminoácidos, con diversos inhibidores químicos de la síntesis y transporte de aminoácidos, 
cuyos resultados se muestran en la Figura 12. Los inhibidores se suministraron a 
concentraciones que disminuyen o dificultan la síntesis de determinados aminoácidos pero no 
la bloquean completamente puesto que, de hacerlo, serían letales en medio mínimo SD. Dicho 
medio presenta el sulfato de amonio como única fuente de nitrógeno. Por lo tanto, la 
deficiencia de crecimiento en presencia de un inhibidor de un paso esencial en la síntesis de 
aminoácidos indicaría un problema en la movilización del nitrógeno presente en la célula; pues 
el grupo amonio es utilizado para la síntesis de compuestos nitrogenados. Las cepas IFI 391, IFI 
367 y UCLM S377 presentan ya un defecto en el crecimiento en medio mínimo, defecto que 
impide detectar fenotipos en presencia de inhibidores.   
El sulfometuronmetil inhibe la acetolactato sintetasa por lo que la síntesis de los 
aminoácidos de cadena ramificada se reduce, causando un ayuno parcial de nitrógeno. El 
crecimiento de las cepas DV10 y EC1118, con requerimientos bajos de nitrógeno, y BM45, con 
alto, no se ve afectado por dicho compuesto, por lo que las diferencias de requerimiento no se 
relacionarían con la síntesis de aminoácidos ramificados.  
En el caso del 3-aminotriazol no se observan grandes diferencias fenotípicas entre cepas. El 
AT causa un ayuno de histidina al inhibir la glicerol fosfato deshidratasa codificada por el gen 
HIS3. Las cepas UCLM S235, CKS102 y BM45, todas ellas con altos requerimientos de 
nitrógeno, muestran una ligera tolerancia a AT respecto de las demás, aunque no suficiente 
para obtener conclusiones.  
También se analizó el crecimiento en presencia de L-canavanina, análogo tóxico de la 
arginina que se utiliza para determinar la captación de este aminoácido por el transportador 
Can1p. Tampoco se observan diferencias de crecimiento entre cepas en presencia de este 
inhibidor. Los goteos realizados indican que no existe relación entre los requerimientos de 









Figura 12. Respuesta de diversas cepas vínicas al ayuno de nitrógeno. Goteos en medio mínimo 
SD en presencia de sulfometuronmetil (SM, 1 mg/L), 3-aminotriazol (AT, 10 mM) y L-canavanina 
(Canavanina, 20 mg/L).  
1.2.2. Efecto de inhibidores químicos que causan inactivación de TORC1 en el 
crecimiento  
En este apartado se analizó la resistencia de las 16 cepas seleccionadas a inhibidores 
químicos que causan la inactivación del complejo TORC1 directa o indirectamente, 
concretamente rapamicina y L-metionina sulfoximina, respectivamente. La rapamicina inhibe 
directamente a TORC1 causando un déficit en el crecimiento, mientras que el MSX causa un 
ayuno de glutamina al inhibir la glutamina sintetasa y, como consecuencia, inhibe 
parcialmente a TORC1 (Crespo et al., 2002; Stracka et al., 2014). Los goteos se realizaron tanto 
en medio mínimo SD como en medio completo YPD, que se diferencian en la fuente de 
nitrógeno, ya que el sulfato de amonio es la única fuente de nitrógeno presente en el medio 
mínimo SD mientras que el medio YPD posee extracto de levadura y peptona que aportan 













Figura 13. Respuesta de diversas cepas vínicas al ayuno de nitrógeno causado por la inhibición 
del complejo TORC1 mediante goteos en placa en presencia de rapamicina (100 nM) o L-
metionina sulfoximina (MSX, 1 mM) tanto en medio rico YPD (A) como en medio mínimo SD (B).  
En el medio completo YPD las cepas IFI 391, IFI 367 y UCLM S377 vuelven a tener un déficit 
de crecimiento, igual al observado en medio mínimo SD. El MSX en medio rico no parece tener 
un efecto determinante, pues todas las cepas a excepción de DV10 y EC1118, ambas de bajos 
requerimientos de nitrógeno, y la cepa UCLM S377, con alto, son capaces de crecer incluso en 
la última dilución. La sensibilidad a MSX en medio mínimo es mucho mayor y los fenotipos 
observados para MSX en medio rico YPD se mantienen en medio mínimo SD respecto a la 
sensibilidad elevada de las cepas DV10, EC1118 y UCLM S377.  
 El fenotipo causado por la rapamicina es independiente del medio utilizado. Aunque 
siempre se ha considerado que el fenotipo causado por la rapamicina es similar al ayuno de 
nitrógeno respecto a la inhibición de TORC1, parece que difiere en ciertos aspectos (Kulkarni 
et al., 2006; Rai et al., 2015; Tate et al., 2009, 2015). Las cepas RC212, M2, BM45 y UCLM S377 
son más sensibles a la rapamicina que el resto de las cepas. Todas ellas tienen en común unos 
requerimientos elevados de nitrógeno lo que indicaría una cierta relación con la regulación de 
la ruta TORC1. Sin embargo, cepas como UCLM S235 y CKS102, que también presentan 
requerimientos elevados, son bastante más resistentes a la rapamicina. Además, la cepa CSM 
también presenta un fenotipo similar a las más sensibles a rapamicina y su requerimiento es 
considerado como medio. 
Al no observar correlación entre los requerimientos de nitrógeno y la resistencia a un 
determinado inhibidor, se seleccionaron las cepas DV10, CSM, M2 y EC1118 (señalizadas en 
rojo en la Tabla 7) en función de los requerimientos de nitrógeno, el tiempo de finalización de 
la fermentación y los fenotipos observados en los experimentos de respuesta a la 
disponibilidad de fuente de nitrógeno.  Las cepas DV10 y EC1118 presentan fenotipos similares 
frente a MSX y rapamicina y ambas presentan bajos requerimientos de nitrógeno. Por otro 
lado, las cepas M2 y CSM, de requerimiento alto y medio de nitrógeno, también presentan 
fenotipos similares frente a los inhibidores químicos analizados y, en general, diferente al 
anterior grupo.  
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Los experimentos descritos muestran que los inhibidores analizados no son una buena 
herramienta para prever las necesidades de nitrógeno de las cepas vínicas ya que no se 
observa una correlación clara entre dicha necesidad y la mayor o menor tolerancia a un 
determinado inhibidor. Sin embargo, sí dejan patente la importancia de las diferentes rutas de 
señalización de nutrientes debido al amplio grado de variabilidad entre las cepas vínicas.  
1.3. Análisis del crecimiento en medios con diferentes características 
nutricionales y comparación con cepas de laboratorio 
Se abordó a continuación la comparación de la tolerancia a los inhibidores analizados de 
las cepas vínicas con la de cepas de laboratorio. Se seleccionó la cepa diploide de laboratorio 
BY4743, derivada del cruce entre BY4741 y BY4742, ambas procedentes de S288c (Baker 
Brachmann et al., 1998), lo que impone la adición al medio de cultivo de histidina, leucina y 
uracilo debido a sus auxotrofías. Los resultados de los goteos se muestran en la Figura 14.  
En presencia de MSX, inhibidor de la síntesis de glutamina, la cepa BY4743 presenta una 
sensibilidad muy elevada en medio mínimo pero no en medio completo YPD, probablemente, 
por la presencia de otras fuentes de nitrógeno en el YPD. La mayor resistencia a rapamicina de 
las cepas DV10 y EC1118, ya observada anteriormente (Figura 13), queda más patente al 
compararla con la tolerancia tan baja a dicho compuesto de la cepa de laboratorio BY4743, 
más sensible que ninguna de las cepas vínicas. Las cepas DV10 y EC1118 son genéticamente 
similares pues se agrupan dentro del clado conocido como Prise de Mousse (Borneman et al., 
2016) por lo que el mecanismo que les proporciona una mayor tolerancia a rapamicina puede 
ser común a ambas. El fenotipo observado para el sulfometuronmetil es muy similar al 
observado para el MSX.  
 
Figura 14. Análisis de crecimiento comparado en presencia de inhibidores químicos de las cepas 
vínicas seleccionadas y de la cepa de laboratorio BY4743. Goteos en placas en medio rico YPD 
(A) y en medio mínimo SD (B), en presencia de rapamicina (100 mM), cafeína (10 mM) o L-
metionina sulfoximina (MSX, 1 mM). Los medios se han suplementado con los aminoácidos 
correspondientes para suplir las auxotrofías de la cepa BY4743. Azul: cepas de laboratorio. Rojo: 
cepas vínicas.  
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Debido a las diferencias observadas en la tolerancia a MSX de la cepa de laboratorio en 
función del medio estudiado, se investigó si la adición de los aminoácidos para suplir las 
auxotrofías de la cepa BY4743 podría también influir en la respuesta de las cepas vínicas frente 
a los inhibidores químicos. Para ello, se realizaron goteos en medio mínimo SD con la cepa de 
laboratorio BQS252, que presenta únicamente auxotrofía para uracilo, y no para aminoácidos. 
La ventaja de utilizar esta cepa de laboratorio como control para comparar con las cepas 
vínicas es que el uracilo, a diferencia de los aminoácidos, se considera una fuente de nitrógeno 
no preferida por S. cerevisiae por lo que su adición al medio para complementar la auxotrofía 
no aporta fuente de nitrógeno capaz de sustentar el crecimiento de la levadura. En la Figura 15 
se muestran los goteos realizados en medio mínimo SD con las cepas de laboratorio BY4743 
(panel A) y la cepa BQS252 (panel B).  
Las diferencias observadas frente a los inhibidores no son idénticas en los dos medios con 
diferentes suplementos nutricionales. En el caso del glufosinato de amonio, de modo de acción 
similar al MSX, y el SM, el fenotipo de M2 y EC1118 es más acusado en las placas que 
únicamente contienen uracilo. Para evitar posibles interferencias en el crecimiento causadas 
por la adición de aminoácidos necesarios para el crecimiento de la cepa BY4743, se optó por 
utilizar la cepa BQS252 debido a que presenta el uracilo como única auxotrofía, pudiendo 











Figura 15. Comparación de los fenotipos observados frente a diversos inhibidores químicos en 
medio mínimo SD con los aminoácidos suplementados en función de la cepa de laboratorio 
utilizada. Medio mínimo SD con los requerimientos necesarios para suplir las auxotrofías de la 
cepa BY4743 (histidina, leucina y uracilo) (A) y medio mínimo SD con uracilo para suplir la 
auxotrofía de la cepa BQS252 (B). Azul: cepas de laboratorio. Rojo: cepas vínicas.  
Se decidió ampliar el estudio al comportamiento frente a análogos estructurales de la 
glucosa, como la 2-desoxiglucosa o la glucosamina, que emulan la represión catabólica por 
glucosa y, por tanto, inhiben el crecimiento en presencia de sacarosa. Ambos análogos inhiben 
fuertemente el crecimiento de la cepa de laboratorio BQS252 y parcialmente el crecimiento de 
las cepas vínicas analizadas, Figura 16 panel A.  La mayor tolerancia frente a 2DG y GlcN 
sugiere que las cepas vínicas presentan una represión por glucosa menos potente, lo que 
justificaría su mayor crecimiento en presencia de otras fuentes de carbono diferentes a la 
glucosa como la galactosa o el glicerol, Figura 16 panel B. A diferencia de lo observado 
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anteriormente, donde las cepas EC1118 y DV10 presentaban una mayor tolerancia a 
rapamicina, éstas son más sensibles a 2DG y GlcN que las cepas CSM y M2. También se analizó 
la capacidad de estas cepas a crecer en frío. Aunque también existe cierta variabilidad en la 
tolerancia a bajas temperaturas, las diferencias en el crecimiento no permiten una separación 
tan clara entre la cepa de laboratorio y las cepas vínicas, Figura 16 panel C, aunque sí vuelve a 













Figura 16. Tolerancia de las cepas vínicas seleccionadas frente a diversos inhibidores químicos, 
temperatura y fuentes de carbono. Goteos en presencia de los análogos estructurales                 
2-desoxiglucosa (2DG, 200 µg/mL) o glucosamina (GlcN, 0.05 %) en medio YPSacarosa (YPSac) 
(A). Goteos en medios con diferentes fuentes de carbono, YPGalactosa (2 %) e YPGlicerol (2 %) 
(B). Goteos cuya incubación se ha realizado a 15 °C durante 4 días o a 18 °C durante 3 días (C). 
Rojo: cepas vínicas. Azul: cepas de laboratorio.  
La variabilidad de la tolerancia frente a rapamicina observada entre las cepas vínicas 
(Figura 14 panel A) podría estar relacionada con diferencias en el estado redox intracelular, ya 
que se ha descrito que niveles elevados de anión superóxido modifican la unión del complejo 
Fpr1p-Rapamicina al complejo TORC1, aumentando así la resistencia a rapamicina (Neklesa y 
Davis, 2008). Se midieron los niveles de anión superóxido mediante la sonda fluorescente DHE 
(dihidroetidio) tanto en fase exponencial como en fase estacionaria en medio completo YPD, 
Figura 17, tal y como se describe en Materiales y Métodos (apartado 2). Se incluyó como 
control un mutante de deleción del gen SOD1 (sod1Δ) en la cepa de laboratorio BQS252, en la 
que la deficiencia de actividad superóxido dismutasa produce una mayor acumulación de 
anión superóxido. Además, también se incluyó, como controles positivos adicionales, la cepa 
vínica haploide C9 tratada con peróxido de hidrógeno y la cepa Ʃ1278, cepa de laboratorio con 
elevada resistencia a rapamicina (Zurita-Martinez y Cardenas, 2005). A excepción de la cepa 
DV10, todas las cepas analizadas presentan una acumulación de anión superóxido mayor en 
fase estacionaria que en fase exponencial de crecimiento, un fenotipo esperado ya que la 
acumulación de ROS se asocia con el envejecimiento cronológico. Las cepas vínicas presentan 
tanto en fase exponencial como en fase estacionaria más superóxido que la cepa de 
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laboratorio de referencia BQS252. No se observa una correlación entre la tolerancia a 
rapamicina y la mayor presencia de anión superóxido en fase estacionaria entre las cepas 
vínicas. No obstante, en fase exponencial donde TORC1 se supone que está activo, las cepas 
EC1118 y DV10, ambas más resistentes a rapamicina, sí que presentan niveles mayores de 









Figura 17. Medida de anión superóxido en cepas vínicas y de laboratorio. La cuatificación se 
realizó mediante fluorescencia con el reactivo dihidroetidio (DHE) en fase exponencial (color 
naranja) y en fase estacionaria (color negro) en medio YPD para las cepas indicadas incluyendo 
el mutante sod1Δ y la adición de peróxido de hidrógeno (30 %, (v/v) a la cepa C9. Azul: cepas de 
laboratorio. Rojo: cepas vínicas.  
El uso de inhibidores químicos permite observar una amplia variabilidad fenotípica que 
sugiere diferencias en las rutas de señalización de nutrientes. De entre todos los inhibidores o 
condiciones analizadas, cabe destacar la mayor tolerancia de las cepas vínicas tanto a la 
rapamicina como a los análogos de glucosa 2DG y GlcN, indicando que las cepas vínicas y las de 
laboratorio responden diferencialmente a los dos nutrientes principales, las fuentes de 
nitrógeno y de carbono.   
1.4. Análisis fenómico en condiciones de vinificación  
Los ensayos de tolerancia de las cepas vínicas realizados tanto frente a rapamicina (Figura 
14 panel A) como a 2-desoxiglucosa (Figura 16 panel A) muestran las diferencias entre las 
diversas cepas vínicas. Dado que los estudios anteriores sugieren una diferente señalización 
por nutrientes en las cepas vínicas respecto del comportamiento, más estudiado, de las cepas 
de laboratorio, se realizaron vinificaciones durante la estancia en el laboratorio de Philippe 
Marullo en mosto Sauvignon Blanc con las cepas vínicas EC1118, M2, DV10 y CSM y la cepa 
vínica haploide C9, junto con las cepas de laboratorio BY4743 (diploide), BY4742 y BQS252, con 
la finalidad de comparar parámetros cinéticos y enológicos.  
Aunque S. cerevisiae es una levadura Crabtree positiva, el oxígeno es de gran importancia 
durante las fermentaciones alcohólicas ya que es necesario para la síntesis de lípidos. Sin 
embargo, una adición excesiva de oxígeno puede ser perjudicial puesto que los compuestos 
presentes en el mosto pueden oxidarse dando lugar a características indeseables. Además, 
concentraciones elevadas de oxígeno favorecen las contaminaciones (Blateyron y Sablayrolles, 
2001; du Toit et al., 2006). Por ello se optó por realizar las vinificaciones en condiciones de 
microoxigenación, donde la agitación permite la transferencia suficiente de oxígeno para la 
síntesis de lípidos, pero no en cantidades que sean perjudiciales. Al ser el oxígeno y el 
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nitrógeno dos factores importantes a tener en cuenta durante la fermentación, se diseñaron 
tres condiciones: con agitación y mosto suplementado (S:Normal) (250 mg/L de Yeast 
Assimilable Nitrogen, YAN), sin agitación y mosto suplementado (NS:Normal) (250 mg/L de 
YAN), y sin agitación y mosto sin suplementar (NS:Low) (100 mg/L de YAN). Las 
fermentaciones, independientemente de si se realizaron en agitación o no, se llevaron a cabo a 
24 °C y, cuando se requería, los viales se agitaron a 175 rpm en un agitador orbital. La 
condición NS:Normal es la más parecida a las condiciones de fermentación en bodega por lo 
que puede considerarse como la condición de referencia; la condición S:Normal permite 
determinar el efecto del oxígeno y la influencia de la respiración mientras que la condición 
NS:Low se considera un ayuno relativo de nitrógeno. El progreso de la fermentación se siguió 
midiendo la pérdida de peso y los parámetros cinéticos (lp, t35/50/80-lp, v50_80) se 
determinaron a partir de las curvas de crecimiento. Los parámetros enológicos, determinados 
mediante kits comerciales en una plataforma automatizada, fueron el ácido acético, el glicerol, 
el ácido málico, el piruvato, el SO2, la glucosa y la fructosa.  Por limitaciones técnicas, el etanol 
no pudo determinarse.  
En la Figura 18 se observa el análisis global de las cepas analizadas a lo largo de la 
vinificación en las tres condiciones analizadas. En el panel A se muestra el análisis de 
componentes principales (PCA), donde se observa la agrupación de las cepas en función de las 
condiciones analizadas. Salvo las cepas BY4743 y DV10, las demás cepas analizadas en la 
condición NS:Normal (verde) se agrupan en el cuadrante superior derecho. La agrupación de 
las cepas de laboratorio con auxotrofías para aminoácidos (BY4743 y BY4742) se hace menos 
acusada en la condición de crecimiento más similar a las condiciones de laboratorio 
(S:Normal). A destacar el comportamiento de la cepa BQS252 que, siendo una cepa de 
laboratorio, se agrupa principalmente con las cepas vínicas seleccionadas, indicando que las 
auxotrofías en la síntesis de aminoácidos es el determinante genético que más diferencia un 
tipo y otro de cepas. Respecto al círculo de correlación (Figura 18 panel B), se observa la 
agrupación de los parámetros cinéticos y enológicos medidos a lo largo de la vinificación en 
todas las condiciones. La longitud de la flecha indica si la agrupación observada en el PCA 
(panel A) es apoyada por el parámetro observado. Por lo tanto, cuanta más longitud tenga la 
flecha, más apoyará la agrupación observada en el PCA. Por otra parte, es importante la 
relación entre las variables y su posición en el gráfico. Si las variables están cerca (ángulo 
pequeño), la relación es positiva; si el ángulo es de 90 °, no hay relación alguna; mientras que 
si están en lados opuestos (ángulo 180 °), la relación es negativa. Por ejemplo, la agrupación de 
los tiempos para liberar CO2 (t35-50-80-lp) es contraria a la velocidad de producción (vitesse 
50-80), tal y como cabía esperar al ser parámetros inversos. El ácido málico, el piruvato y el 
glicerol se contraponen al CO2 liberado, indicando que son productos de la fermentación de los 
azúcares. La corta longitud de la flecha del glicerol y del piruvato sugieren un menor apoyo a la 
agrupación observada (más adelante en panel C y D de la Figura 19). Las modificaciones 
dirigidas al incremento de glicerol suelen acompañarse de un aumento correlativo de ácido 
acético (Remize et al., 1999). En este caso, las posiciones perpendiculares del ácido acético y 
del glicerol sugieren que ambos parámetros no están relacionados, posiblemente por la corta 
longitud de la flecha correspondiente al glicerol, ya que este parámetro no es capaz de agrupar 
las cepas del mismo modo.  





Figura 18. Análisis fenómico global de las cepas de laboratorio y las cepas vínicas en condiciones 
de vinificación en mosto Sauvignon Blanc. Análisis de componentes principales (PCA) de todos 
los parámetros cinéticos y enológicos determinados de las cepas analizadas (A). Gráfico de 
correlación donde se muestran todos los parámetros, tanto cinéticos como enológicos, medidos 
durante la fermentación (B). Condiciones analizadas: no agitación nitrógeno normal (NS:Normal, 
Not Shaken: Normal, verde), agitación nitrógeno normal (S:Normal, Shaken: Normal, azul) y no 
agitación nitrógeno bajo (NS:Low, Not Shaken:Low, rojo). Parámetros analizados: fase de 
latencia (lp), tiempo para liberar el 35, 50 y 80 % de CO2max sin tener en cuenta lp (t35/50/80-
lp), velocidad de producción media de CO2 entre el 50 y el 80 % de CO2max (vitesse 50 80), 
glicerol (glycerol), piruvato (pyruvate), ácido málico (malicacid), CO2 (CO2 máximo teórico), SO2 
(dióxido de azufre), ácido acético (aceticacid) y glucosa y fructosa de la muestra diluida 20 veces 
(Glu_dil20 y Fru_dil20). Para simplificar la visualización de los resultados obtenidos se ha 
mantenido la nomenclatura proporcionada por el programa informático utilizado. 
El consumo completo de la glucosa (Glu_Dil20) y la fructosa (Fru_Dil20) (concentración de 
azúcares < 5 g/L) presente en el mosto inicial junto con la liberación de CO2 esperada indican 
que todas las cepas son capaces de finalizar la fermentación (datos no mostrados) aunque los 
tiempos de liberación de CO2 (t35-lp, t50-lp y t80-lp) son mayores para las cepas de laboratorio 
(parámetro t50-lp mostrado en panel B de la Figura 19). En la Figura 19 se muestran algunos 
de los parámetros que mostraron diferencias interesantes: (A) los valores promedio de la fase 
de latencia (lp), (B) el tiempo para liberar el 50 % del CO2max, descontando la duración de la 
fase de latencia lp (t50-lp), (C) el glicerol y (D) el piruvato, con sus respectivas desviaciones 
típicas. Para cada parámetro, se dan los datos de las 8 cepas analizadas, en el siguiente orden: 
BQS252, BY4742, BY4743, C9, CSM, DV10, EC1118 y M2, y en cada una de las condiciones de 
crecimiento ensayadas, en el siguiente orden: sin agitación y con baja concentración de 
nitrógeno (NS:Low), sin agitación y con concentración de nitrógeno normal (NS:Normal), 
agitación y con concentración de nitrógeno normal (S:Normal). En el panel A se observa cómo 
las cepas de laboratorio (tres primeras barras en cada una de las condiciones) presentan una 
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fase de latencia mayor que las cepas vínicas. Para las cinco cepas vínicas (barras 4 a 8) se 
observa una cierta tendencia al aumento de la lp en condiciones de agitación (tercera 
condición) sugiriendo que el oxígeno juega un papel negativo en la adaptación de las cepas 
vínicas a las condiciones adversas de fermentación alcohólica del mosto de uva. Sin embargo, 
la cepa diploide BY4743 presenta en condiciones de agitación una fase de latencia menor que 
en las demás condiciones analizadas e incluso menor a su respectiva cepa haploide BY4742. La 
cepa BQS252 presenta una lp intermedia entre las cepas vínicas y las cepas de laboratorio 
BY4742 y BY4743. Respecto al tiempo necesario para liberar el 50 % del CO2 teórico, t50-lp 
(panel B), las diferencias entre las cepas vínicas y las de laboratorio se reducen en condiciones 
de agitación (S:Normal). A destacar el mayor t50-lp pero menor fase de latencia de la cepa 
BY4743 respecto a BY4742 en condiciones de agitación. La diferencia entre ambas es que 
BY4742 es una cepa haploide y BY4743 es una cepa diploide obtenida a partir de BY4742 y 
BY4741. La eficiencia del transporte de solutos viene determinada por la relación 
superficie/volumen por lo que células más grandes presentan una relación superficie/volumen 
menor y son menos eficientes en el transporte (Turner et al., 2012). Sin embargo, no se 
observa ninguna diferencia entre la cepa vínica haploide C9 y las demás cepas vínicas 
diploides. En la cepa BY4743, las auxotrofías para MET15 y LYS2 están complementadas, por lo 
que alguno de estos aminoácidos puede resultar clave para este parámetro. Respecto a las 
condiciones analizadas, se observa un mayor t50-lp en condiciones de baja concentración de 
nitrógeno (primera condición, panel B) indicando que esa limitación ralentiza la fermentación 
alcohólica, aunque no influye en la fase de latencia (panel A), donde no se observan 
diferencias entre concentración de nitrógeno normal (segunda condición) y baja (primera 
condición).  
Ni el glicerol ni el piruvato (Figura 19, paneles C y D, respectivamente) son metabolitos que 
permitan discernir entre cepas vínicas y cepas de laboratorio ya que no se observan diferencias 
entre ambos tipos de cepas. En condiciones de baja concentración de nitrógeno la 
acumulación de glicerol en el medio se ve reducida (panel C, primera condición) mientras que 
en condiciones de agitación aumenta (panel C, tercera condición), lo que sugiere que este 
metabolito es sensible tanto a la cantidad de nitrógeno como a la agtiación. De especial 
mención es la cepa CSM, que presenta unos niveles de glicerol elevados que coinciden con una 
mayor acumulación de piruvato, que sugieren elevada eficiencia glicolítica pero baja eficiencia 
de conversión de piruvato en etanol, lo que activaría la lanzadera el glicerol. No se observan 
diferencias entre cepas vínicas y cepas de laboratorio en la determinación de ácido málico y 
ácido acético (datos no mostrados).  
Los análisis del crecimiento en medios con diferentes características nutricionales descritos 
en el apartado 1.3 de este capítulo mostraron que los fenotipos de la cepa EC1118 y DV10 eran 
muy similares al igual que los de las cepas M2 y CSM entre sí (Figura 14 y Figura 16). Los 
resultados del análisis fenómico también muestran que los parámetros cinéticos y enológicos 
de las cepas EC1118 y DV10 son muy similares. A excepción de la concentración de glicerol y 
piruvato, los demás parámetros de las cepas M2 y CSM también son muy similares. Según las 
especificaciones comerciales (www.lallemandwine.com/en/australia/products/catalogue/ 
wine-yeasts/25/enoferm-m2/), la cepa M2 mantiene la acidez inicial del mosto como 
consecuencia de su reducción en el consumo de ácido málico y succínico. Sin embargo, en la 
condición NS:Normal, la cual se asemeja bastante a las condiciones industriales de vinificación, 
la cepa M2 presenta una concentración de ácido málico incluso menor que las cepas EC1118 y 
DV10 (datos no mostrados). Las cepas M2 y sobre todo CSM tienden a producir más glicerol 
que EC1118 y DV10 (Figura 19 panel C). Sin embargo, CSM produce más piruvato (Figura 19 
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panel D) que el resto (aunque las diferencias son sutiles) por lo que no puede establecerse un 
patrón común en lo que respecta al metabolismo del carbono entre estas cepas.  
Aunque los análisis fenómicos realizados sugieren que las cepas analizadas no producen 
grandes diferencias en parámetros enológicos, sí que detectan diferencias significativas en la 
capacidad de adaptación inicial al mosto y en la eficiencia fermentativa, parámetros cinéticos 
fundamentales para la valoración de la adecuación tecnológica de las cepas vínicas e 
indicadores de posibles diferencias en la señalización y utilización de nutrientes.  
Figura 19. Análisis de los parámetros cinéticos y enológicos de cepas vínicas y cepas de 
laboratorio a lo largo de la vinificación en mosto Sauvignon Blanc. Efecto las cepas analizadas 
en: la fase de latencia (lp) (A), el tiempo en liberar el 50 % de CO2 menos el tiempo de la fase de 
latencia (t50-lp) (B), acumulación de glicerol en el medio (g/L) (C) y acumulación de piruvato en 
el medio (mg/L) (D). Los valores mostrados son la media de las tres réplicas realizadas y las 
barras de error son desviaciones estándar. Para simplificar la visualización de los resultados 
obtenidos se ha mantenido la nomenclatura proporcionada por el programa informático 
utilizado.  
1.5. Análisis fenómico: efecto de las condiciones en la vinificación  
El análisis de múltiples variables durante la vinificación permite comparar diversas cepas y 
evaluar el efecto de diversas mutaciones (Capítulo 2). No obstante, como es de preveer, las 
diferentes condiciones de fermentación (agitación y nitrógeno), afectan de manera acusada los 
parámetros enológicos. Este apartado pretende analizar los parámetros con mayor variabilidad 
en la cepa vínica haploide C9 (Figura 20), pues es la utilizada para el análisis de las 
modificaciones genéticas en apartados posteriores. Tanto la agitación (S:Normal) como la baja 
concentración de nitrógeno (NS:Low) son dos condiciones que afectan de manera muy similar 
a los parámetros tanto cinéticos como enológicos determinados. La condición S:Normal es más 
parecida a la producida en condiciones de laboratorio mientras que la NS:Normal a las 
condiciones de vinificación. Respecto a los parámetros cinéticos, se observa una mayor fase de 
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latencia (panel A) y un mayor tiempo de liberación de CO2 (panel B) (y, por tanto, menor 
velocidad de producción) tanto en agitación (barra azul) como en bajo nitrógeno (barra roja). 
La fase de latencia también se ve modificada en mayor medida en agitación que en baja 
concentración de nitrógeno. Ese aumento observado en S:Normal puede ser como 
consecuencia de que la cepa vínica utilizada (C9) está más adaptada a las condiciones de 
fermentación alcohólica utilizada en la industria, donde no se produce agitación. Este 
resultado estaría en concordancia con la pequeña diferencia observada en la fase de latencia 
en NS:Low, la cepa estaría más adaptada al ayuno de nitrógeno. No se observan diferencias 
respecto a la glucosa residual (datos no mostrados) pero sí respecto a la fructosa (panel C), 
donde la baja concentración de nitrógeno impide un consumo total de la misma. Ni el glicerol 
(panel F) ni el ácido málico (panel G) se ven influenciados por la agitación o la concentración de 
nitrógeno. Sin embargo, sí que se observa una cierta acumulación de piruvato (panel D) en 
agitación o bajo nitrógeno, observándose una mayor acumulación en esta última condición. 
Respecto al ácido acético (panel E), los resultados se contraponen a los del piruvato, la 
condición NS:Normal (barra verde) presenta una mayor acumulación de ácido acético que las 
otras dos condiciones (S:Normal y NS:Low). En definitiva, salvo la fase de latencia donde la 
agitación aumenta dicho parámetro pero la falta de nitrógeno no lo modifica, los demás 
parámetros como el piruvato, la fructosa, el ácido acético y el t50-lp se ven modificados en las 
condiciones de agitación y baja concentración de nitrógeno en la misma dirección.  
Figura 20. Implicación de la agitación y la concentración de nitrógeno en los parámetros 
cinéticos y enológicos en la cepa vínica haploide C9 determinados de la fermentación alcohólica 
del mosto Sauvignon Blanc. Fase de latencia (lp, h) (A), tiempo para liberar el 50 % de CO2 
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menos la fase de latencia (t50-lp, h) (B), fructosa residual (g/L) (C), piruvato (mg/L) (D), ácido 
acético (g/L) (E), glicerol (g/L) (F) y ácido málico (g/L) (G) en la cepa vínica C9. Las condiciones 
seleccionadas para las fermentaciones alcohólicas fueron: no agitación nitrógeno normal 
(NS:Normal, NS: Not Shaken, verde), agitación nitrógeno normal (S:Normal, S:Shaken, azul) y, 
por último, no agitación nitrógeno bajo (NS:Low, NS: Not Shaken, rojo). Para simplificar la 
visualización de los resultados obtenidos se ha mantenido la nomenclatura proporcionada por 
el programa informático utilizado.  
2. Efecto del herbicida glufosinato de amonio en vinificación 
En el estudio del efecto de inhibidores químicos de la síntesis de aminoácidos, descrito en 
el apartado 1.2 de este capítulo, se observó que dichos inhibidores son capaces de influir en el 
crecimiento de S. cerevisiae. Dado que algunos productos utilizados en tratamientos agrícolas, 
como el glufosinato de amonio, pueden persistir y estar presentes en el mosto y también son 
considerados inhibidores, se investigó a continuación su efecto durante la fermentación y su 
impacto en el metabolismo de la levadura. El GA, también conocido como fosfinotricina, es un 
análogo estructural del glutamato capaz de inhibir a la glutamina sintetasa, enzima que 
cataliza la conversión del glutamato y amonio en glutamina. El GA es el principio activo de un 
gran número de herbicidas comerciales, como Finale®, BASTA® y Kibosch®. En plantas, la 
inhibición de la glutamina sintetasa causa una acumulación de amonio y disminuye los niveles 
de glutamina, lo que inhibe la fotorespiración y la fotosíntesis (Wild y Wendler, 1993). Shimizu 
et al., (2008) demostraron que un mutante deficiente en GLN1, que codifica la glutamina 
sintetasa en levadura, afecta a la integridad de la pared celular, lo que sugiere que su 
inhibición podría causar un efecto similar.  
Además, debido a su modo de acción puede utilizarse como herramienta para entender la 
fisiología de la levadura en condiciones industriales, de forma equivalente a la L-metionina 
sulfoximina, otro inhibidor de la glutamina sintetasa que también causa un ayuno de glutamina 
desencadenando la inhibición parcial de la ruta TOR (Crespo et al., 2002) y la activación del 
control general de aminoácidos (GAAC). Por ello, se planteó el estudio del efecto del GA 
durante la fermentación y su impacto en el metabolismo de la levadura.  
2.1. Impacto del glufosinato de amonio en la fermentación del mosto  
El estudio se realizó en vinificaciones con la cepa de S. cerevisiae EC1118 en mosto natural 
de la variedad tinta Bobal en presencia de GA (10 mg/L), pues a dicha concentración la 
integridad de la pared se ve afectada (Shimizu et al., 2008), y una concentración menor, de 0.5 
mg/L, más próxima a la concentración residual presente en uva y similar al nivel máximo 
permitido (mg/kg) por la UE en 2015. En 2016, el nivel máximo permitido disminuyó hasta    
0.15 mg/kg. También se utilizó el herbicida comercial Finale®, que presenta un 15 % de GA, a 
una concentración de GA final de 10 mg/L, con el fin de comprobar si sus efectos son debidos 
exclusivamente al principio activo.  
Tal y como se observa en el panel A de la Figura 21, el GA afecta de forma directamente 
proporcional a su concentración, al crecimiento de S. cerevisiae. La concentración más alta de 
GA reduce a la mitad el número de células obtenidas en el máximo de crecimiento (2 días) 
respecto a la ausencia del inhibidor. Se observa una reducción similar en presencia de Finale, a 
la misma concentración de GA (líneas verde y azul). La concentración de 0.5 mg/L de GA 
también reduce el crecimiento pero en menor medida. El fenotipo observado con la adición 
del herbicida comercial Finale® es ligeramente inferior al observado con la mayor 
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concentración. La ligera diferencia en el crecimiento puede deberse a una menor 
concentración del principio activo real como consecuencia del almacenamiento o una 
incorrecta cuantificación del GA en el herbicida. Los fenotipos observados, tanto en presencia 
de GA como de Finale®, indican la importancia de la glutamina sintetasa en la fermentación 
alcohólica del mosto de uva. Aunque el mosto presenta los aminoácidos requeridos para el 
crecimiento de S. cerevisiae, incluyendo la glutamina, la inhibición de un paso clave en el 
metabolismo del nitrógeno posiblemente dificulta la correcta transformación de unas fuentes 




Figura 21. Impacto del glufosinato de amonio en la fermentación alcohólica del mosto de uva 
variedad Bobal llevada a cabo por la cepa vínica EC1118. Curvas de crecimiento en presencia del 
herbicida comercial Finale® y GA a diferentes concentraciones. Se representan las unidades 
formadoras de colonia por mL a distintos tiempos de fermentación (A). Curva de longevidad 
cronológica obtenida a partir del panel anterior (B). Consumo de azúcares reductores (g/L) (C). 
Concentración de etanol (g/100 mL) al finalizar la fermentación alcohólica (D). Los experimentos 
se realizaron por triplicado. Se muestran valores medios y sus desviaciones típicas. Se indica con 
asteriscos las diferencias estadísticamente significativas de las medias (* P-valor ≤ 0.05). 
En la Figura 21, panel B, se representa la supervivencia en función de los días de 
fermentación, tomando el valor de máximo crecimiento (día 2) como 100 % de viabilidad, 
mostrando así la longevidad cronológica. Aunque el GA inhibe el crecimiento se observa que 
aumenta la LC de forma significativa, al menos en las concentraciones más elevadas. Ese 
aumento de LC podría producirse como consecuencia de una menor actividad metabólica, ya 
que es conocido que la restricción dietaria causa la extensión de la longevidad. Este efecto es 
común a los compuestos químicos que causan ayuno y/o inhiben las rutas de señalización de 
nutrientes. Por ejemplo, la rapamicina y el MSX extienden la LC (Orozco et al., 2012c), y el GA 
parece tener un mecanismo similar de actuación, convirtiéndose en una potente herramienta 
para extender la longevidad de las levaduras industriales en condiciones de vinificación. Para 
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analizar la evolución de la fermentación vínica, se estudió la cinética de consumo de los 
azúcares a lo largo de la vinificación, Figura 21, panel C, observándose su consumo completo 
en todas las condiciones. La adición de GA a 10 mg/L o una concentración equivalente en 
forma de herbicida Finale®, produce un retraso de 2 días en el tiempo necesario para consumir 
todos los azúcares del mosto, respecto de las vinificaciones en ausencia de GA y con GA         
0.5 mg/L. Cabe destacar que una concentración de GA de 0.5 mg/L sí que afecta al 
crecimiento, tal y como se observa en el panel A, pero no a la cinética de fermentación (panel 
C) ya que la fermentación finaliza a 9 días, igual que la fermentación control. Esto sugiere que 
el GA afecta fundamentalmente a la proliferación y que sólo cuando ésta se ve fuertemente 
afectada se observan efectos en la cinética de fermentación, requiriéndose tiempos más largos 
para completar el consumo de azúcares. Finalmente se determinó la concentración de etanol 
obtenida al finalizar la fermentación, Figura 21 panel D. En este caso, la adición de GA a           
10 mg/L y el herbicida Finale® no son condiciones equivalentes. Se observan únicamente 
diferencias significativas en la fermentación en presencia de GA 10 mg/L, donde se obtuvo una 
menor concentración de etanol, lo que confirma que una alta concentración de GA tiene 
efecto también en el metabolismo de los azúcares y en la capacidad fermentativa.  
2.2. Determinantes genéticos de la sensibilidad a glufosinato de amonio  
Con el fin de estudiar los determinantes genéticos de la sensibilidad a GA se construyeron 
mutantes de las rutas de señalización de nutrientes TORC1, GAAC y SNF1, y también del 
complejo SAGA en la cepa vínica haploide C9 por la facilidad de obtención de mutantes de 
deleción. Previamente se comprobó que el fenotipo del GA observado en la cepa EC1118 
(Figura 21) se mantiene en C9 (Figura 22, paneles A y B), usando la menor concentración de GA 
ensayada, y también una concentración 10 veces superior a la usada en experimentos 
anteriores, para los ensayos en placa (panel C).   
El GA tiene el mismo efecto sobre el fenotipo de la cepa C9 que sobre la cepa EC1118 
puesto que, tal y como se muestra en la Figura 22 panel A, también disminuye su crecimiento 
casi a la mitad de unidades formadoras de colonia por mL y también se produce un aumento 
de la LC, panel B. Dichos fenotipos son más acusados para la misma concentración de GA que 
los observados para EC1118, lo que sugiere determinantes genéticos para dicha sensibilidad. 
Se realizaron también goteos en medio mínimo SD en presencia de varias concentraciones de 
GA con cepas de laboratorio (CEN.PK, BQS252) y con cepas vínicas (L2056, EC1118, C9). Pese a 
que se observan diferencias en la resistencia frente al GA a su más alta concentración, siendo 
C9 y CEN.PK más sensibles que el resto (Figura 22 panel C), la respuesta a dosis menores de GA 
es la misma en los diferentes fondos genéticos. Por todo ello, se inició el estudio de los 






















Figura 22. Comparación del impacto del glufosinato de amonio en la fermentación alcohólica 
del mosto de uva llevada a cabo por la cepa haploide C9. Curvas de crecimiento en presencia 
del inhibidor GA (0.5 mg/L) y en ausencia del mismo. Se representan las unidades formadoras 
de colonia (u.f.c.) por mL a distintos tiempos de fermentación (A). Curva de longevidad 
cronológica obtenida a partir del panel anterior (B). Goteos en placa en medio mínimo SD con 
diferentes concentraciones de GA de diversas cepas (C). Los experimentos de los paneles A y B 
se realizaron por triplicado. Se muestran valores medios y sus desviaciones típicas. Azul: cepas 
de laboratorio Rojo: cepas vínicas.  
La mayor o menor sensibilidad de determinados mutantes de deleción puede indicarnos 
qué ruta está implicada en la respuesta frente al GA. Por ello, se analizó el crecimiento en 
medio mínimo SD en ausencia de aminoácidos de los mutantes tor1Δ, gcn2Δ, gcn5Δ y snf1Δ 
mediante goteos en placas con GA a diferentes concentraciones (Figura 23 panel A). Al inhibir 
la glutamina sintetasa y causar ayuno de glutamina, la cepa silvestre ya presenta defectos de 
crecimiento. El mutante gcn2Δ muestra una elevada sensibilidad al GA, no observándose 
apenas crecimiento en la concentración más alta de GA. La proteína quinasa dispara el GAAC e 
induce las enzimas necesarias para el uso de fuentes de nitrógeno no tan preferidas. En 
condiciones de inhibición de la glutamina sintetasa por acción del GA, la disponiblidad de 
sulfato de amonio como fuente de nitrógeno no es capaz de sustentar el crecimiento del 
mutante gcn2Δ. La deleción de los genes TOR1 y SNF1 no aumenta la sensibilidad a GA, 
aunque el efecto sobre la ruta TORC1 no puede descartarse ya que la deficiencia de Tor1p 
puede suplirse al menos parcialmente por Tor2p. El mutante gcn5Δ presenta una mayor 
resistencia a GA que la cepa silvestre. Gcn5p es una histona acetiltransferasa nuclear 
perteneciente al complejo SAGA, implicado en regulación transcripcional a través de 
mecanismos de remodelación de la cromatina que pueden afectar a los niveles de expresión 
de muchos genes, muchos de ellos de respuesta a estrés y de respuesta retrógrada. La 
ausencia de Gcn5p podría generar perfiles de expresión capaces de compensar la inhibición de 
la glutamina sintetasa en presencia de GA. Trabajos previos en nuestro laboratorio han 
demostrado que el mutante gcn5Δ presenta una LC mayor que la cepa silvestre en condiciones 
de vinificación mientras que su LC se ve disminuida en medio mínimo (Orozco et al., 2012c), 
demostrando que el papel de esta histona acetil transferasa es dependiente de medio y 
condiciones de crecimiento, como también sugieren los resultados en presencia de GA.  













Figura 23. Efecto del GA en mutantes de deleción de proteínas que forman parte de las rutas de 
señalización de nutrientes TORC1, GAAC y SNF1. Goteos en placa en medio mínimo SD de los 
mutantes tor1Δ, gcn2Δ, gcn5Δ y snf1Δ en la cepa C9 (A). Curva de longevidad cronológica en 
medio mínimo completo SC obtenida a partir de las u.f.c./mL del día 3 como máximo de 
crecimiento, para la cepa silvestre y el mutante tor1Δ, en presencia y ausencia de GA (B). Curva 
de longevidad cronológica en medio mínimo completo SC obtenida a partir de las u.f.c./mL del 
día 3 como máximo de crecimiento, para la cepa silvestre y el mutante gcn2Δ, en presencia y 
ausencia de GA (C). Se muestran valores medios y sus desviaciones típicas.  
A continuación, se realizó un experimento de envejecimiento cronológico de los mutantes 
tor1Δ y gcn2Δ para analizar las diferencias en la LC en medio mínimo completo SC, medio 
estándar para realizar experimentos de envejecimiento, que contiene aminoácidos y que 
permite evitar cualquier posible interferencia causada por una baja concentración de 
nitrógeno. El experimento se muestra en los paneles B y C de la Figura 23 donde se muestra la 
disminución de la viabilidad a partir del día 3 de fermentación. Un mutante de deleción en 
TOR1 presenta una mayor longevidad, tanto cronológica como replicativa (Bonawitz et al., 
2007; Kaeberlein et al., 2005; Powers et al., 2006), resultados que se corroboran en la Figura 
23, panel B.  El GA también extiende la LC, pero en menor medida. El aumento todavía mayor 
de la LC en el mutante tor1Δ en presencia de GA indica un efecto aditivo, lo que sugiere que 
existen otros mecanismos, a parte del complejo TORC1, que controlan la LC y sobre lo que 
puede actuar el GA. No hay diferencias significativas en la LC en el mutante gcn2Δ en las 
condiciones analizadas lo que indica que la ausencia de la proteína quinasa Gcn2p, como 
cabría esperar, parece no ser tan relevante en condiciones ricas en aminoácidos como en 
ausencia de los mismos.  
Aunque la determinación de la LC puede realizarase tanto en condiciones de 
envejecimiento como en condiciones de vinificación, las condiciones analizadas no son las 
mismas. Por ello, se analizó el crecimiento y la LC de los mutantes tor1Δ y gcn2Δ en 
condiciones de vinificación en mosto sintético (MS300), Figura 24 y Figura 25 respectivamente. 
El GA afecta también al crecimiento en condiciones de vinificación en mosto sintético puesto 
que se obtiene menos densidad celular que en ausencia del inhibidor (Figura 25 panel A), 
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extendiendo además la longevidad (Figura 25 panel B). El efecto del GA en mosto sintético es 
muy similar al obtenido en mosto natural (Figura 22). En ambos casos, el GA disminuye el 










Figura 24. Efecto de la deleción del gen TOR1 en condiciones de vinificación en mosto sintético 
MS300 en presencia de glufosinato de amonio. Curvas de crecimiento en presencia de GA       
(10 mg/L) de la cepa vínica C9 y el mutante tor1Δ. Se representan las unidades formadoras de 
colonia por mL (u.f.c./mL) a distintos tiempos de fermentación (A). Curva de longevidad 
cronológica obtenida a partir del panel anterior. Se determinó el tiempo 5 días como el 100 % 
de células viables (B). Consumo de azúcares reductores (g/L) durante el proceso de 
fermentación (C). Se muestran valores medios y sus desviaciones típicas. Los experimentos se 
realizaron por triplicado.  
El mutante tor1Δ no tiene un defecto significativo de crecimiento y extiende ligeramente la 
longevidad. La deleción de TOR1 en presencia de GA retrasa el crecimiento aunque finalmente 
se obtiene una densidad celular muy similar respecto a la cepa silvestre y al mutante tor1Δ, y 
mayor que la cepa silvestre tratada con GA. Esto indica que la mutación de TOR1 suprime el 
efecto de GA en el crecimiento, sugiriendo que el punto de acción de GA respecto el 
crecimiento se encuentra por arriba de la quinasa TOR1. El aumento de la LC en el mutante 
tor1Δ en presencia de GA respecto del mutante en ausencia del inhibidor indica que el GA 
actúa independientemente de TOR1 afectando así al crecimiento y a la longevidad; sin 
embargo, el consumo de azúcares reductores no se ve afectado. El incremento de la LC en 
tor1Δ GA, también en condiciones de vinificación con mosto natural, reitera que el GA afecta a 
la longevidad por mecanismos independientes de TOR1.  
La deleción de la proteína quinasa Gcn2p no afecta significativamente al crecimiento, tal y 
como se observa en el panel A de la Figura 25. La adición de GA reprime considerablemente el 
crecimiento de la cepa silvestre y más aún del mutante, efecto también observado en el panel 
A de la Figura 23. Al observarse un efecto aditivo entre el GA y la ausencia de Gcn2p (Figura 
25), puede proponerse que el GA ejerce su acción a través de otras dianas no implicadas en el 
control general de aminoácidos, ruta de la cual forma parte Gcn2p. El retraso en el consumo 
de azúcares reductores del mutante gcn2Δ en presencia de GA puede deberse a la inhibición 
del crecimiento observada y, por tanto, a un menor número de células, puesto que es capaz de 
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finalizar la fermentación. La deleción de GCN2 no afecta al crecimiento en condiciones de 
vinificación; sin embargo, en presencia de GA se produce un aumento de la LC, fenotipo no 
observado en los goteos realizados en la Figura 22. Ello indica que la función de Gcn2p, en 









Figura 25. Efecto de la deleción de GCN2 en presencia de glufosinato de amonio en condiciones 
de vinificación en mosto sintético MS300. Curvas de crecimiento en presencia de GA (10 mg/L) 
de la cepa vínica C9 y el mutante gcn2Δ (A). Se representan las unidades formadoras de colonia 
por mL (u.f.c./mL) a distintos tiempos de fermentación. Curva de longevidad cronológica 
obtenida a partir del panel anterior (B). Consumo de azúcares reductores (g/L) durante el 
proceso de fermentación (C). Se muestran valores medios y sus desviaciones típicas. Los 
experimentos se realizaron por triplicado. 
2.3. Impacto del glufosinato de amonio en el metabolismo durante la 
vinificación 
Demostrado el efecto del GA sobre la LC y la fermentación y su compleja y no dilucidada 
relación con diferentes rutas de señalización, se planteó un estudio metabolómico comparado 
de la cepa vínica silvestre C9 en presencia y ausencia de GA (10 mg/L)(Vallejo et al., 2017b). Se 
analizaron los metabolitos intracelulares a partir de muestras de vinificación en mosto 
sintético MS300 en fase estacionaria y con una concentración de azúcares de 
aproximadamente 50 g/L. Las muestras se recogieron por quintuplicado.   
De los 423 metabolitos detectados, 180 metabolitos (p ≤ 0.05) variaron sus niveles 
respecto de la cepa silvestre en ausencia de GA (condición control). De esos 180 metabolitos, 
97 se encontraron en mayor abundancia en presencia de GA y 83 en menor abundancia, Figura 
26 panel A. Se realizó un análisis de componentes principales (PCA) en el que se muestra que 
los perfiles de cada una de las condiciones son diferentes y las 5 réplicas de cada una de esas 
condiciones se agrupan, Figura 26 panel B.  
 
 









Figura 26. Metabolitos afectados por el glufosinato de amonio. Relación de los metabolitos 
cuyos niveles han variado o se han mantenido estables con un estadístico p ≤ 0.05 debido al 
tratamiento con GA respecto de la condición control (A). Análisis de componentes principales 
(PCA) de los quintuplicados de las muestras analizadas para el metaboloma (B). 
La actividad de la glutamina sintetasa es de gran importancia en levaduras puesto que 
permite asimilar el glutamato y el amonio para dar lugar al aminoácido glutamina, una de las 
fuentes preferidas de nitrógeno por la levadura ya que, tal y como se ha comentado en la 
Introducción (apartado 6.4), en ayuno de nitrógeno dicho aminoácido se degrada para poder 
liberar amonio y suplir las deficiencias de nitrógeno. Ello indica que, al tener inhibida la 
glutamina sintetasa debido al GA, se reduce la síntesis de aminoácidos a partir de glutamato. El 
tratamiento con GA disminuye los niveles de glutamina y asparagina, pero aumenta la mayoría 
de los aminoácidos proteinogénicos (Figura 27), posiblemente por la reducción de su 
catabolismo, ya que los niveles de purinas y productos procedentes del catabolismo de 
aminoácidos se encuentran reducidos. Esto indica la activación de un mecanismo 
compensatorio de ahorro en el uso de aminoácidos.  
Los niveles de metabolitos que forman parte de la glicólisis no se ven afectados y el 
consumo de azúcares no se ve alterado en presencia de GA (datos no mostrados). Sin 
embargo, sí se observa un menor crecimiento en presencia de GA, Figura 22 panel A. La 
disminución de los niveles de purinas no podría explicar por completo dicho déficit de 
crecimiento.  
El metabolismo del glutamato se ve afectado debido a la inhibición de la glutamina 
sintetasa producida por el GA, Figura 27. El glutamato puede convertirse en N-acetilglutamato 
para dar lugar a ornitina, que junto con la N-α-acetilornitina, son los compuestos que más se 
acumulan en la cepa tratada con GA respecto de la condición control. Como consecuencia, la 
putrescina y la N-acetilputrescina se encuentran en niveles elevados ya que son productos de 
la ornitina. Se trata de poliaminas, moléculas capaces de interaccionar con el DNA, RNA e 
incluso proteínas debido a las cargas negativas que presentan. La putrescina y la                        
N-acetilputrescina junto con la agmatina y espermidina son las principales poliaminas que se 
encuentran en niveles elevados en la cepa tratada con GA. La disminución en los niveles de 
poliaminas se asocia con el envejecimiento por lo que son consideradas moléculas 
antienvejecimiento (Eisenberg et al., 2009; Minois et al., 2011) lo que podría explicar el 
aumento en la LC en presencia de GA. 
El exceso de glutamato no parece dirigirse a la biosíntesis de aminoácidos puesto que los 
niveles de prolina, arginina y γ-aminobutirato (aminoácidos derivados del glutamato) no 
cambian, se mantienen constantes en ambas condiciones analizadas (Figura 27). Todo indica 
que el exceso de glutamato parece fluir hacia la síntesis de glutatión, tripéptido L-γ-glutamil-L-
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cisteinilglicina, implicado en la detoxificación no enzimática de las ROS y cuya síntesis se induce 
bajo estrés oxidativo. En presencia de GA, los compuestos asociados al ciclo del glutatión se 
encuentran en niveles más elevados que en la condición control sugiriendo que el tratamiento 













Figura 27. Efecto del glufosinato de amonio en el metabolismo del glutamato en la cepa vínica 
C9 en estado estacionario durante vinificación en mosto sintético MS300. En rojo y verde se 
muestran los metabolitos que tienen una mayor o menor abundancia, respectivamente, en 
comparación con la condición control con un estadístico de p≤ 0.05. En rosa claro se muestran 
los metabolitos que tienen una mayor abundancia con respecto al control con un estadístico     
p≤ 0.1. En negro, los metabolitos cuyos niveles no varían y en gris, los no detectados.  
Uno de los cambios más significativos bajo el tratamiento de GA fue una acumulación      
50 veces mayor de xantosina, producto de la ruta de recuperación de las purinas, Figura 28. La 
xantosina puede convertirse en urato con la liberación de amonio. Los altos niveles de 
xantosina podrían prevenir niveles de amonio elevados, que pueden ser tóxicos en ausencia de 















Figura 28. Efecto del glufosinato de amonio en el metabolismo de las purinas en la cepa vínica 
C9 en estado estacionario durante vinificación en mosto sintético MS300. En rojo y verde se 
muestran los metabolitos que tienen una mayor o menor abundancia, respectivamente, en 
comparación con la condición control con un estadístico de p≤ 0.05. En negro, los metabolitos 
cuyos niveles no varían y en gris, los no detectados. 
Otro de los cambios más llamativos fue una acumulación 123 veces mayor del dinucleótido 
de ácido nicotínico y adenina (NAAD+) en la condición con GA, Figura 29. El NAAD+ es 
convertido en dinucleótido de nicotinamida y adenina si la glutamina actúa como donador de 
nitrógeno. Por lo tanto, la acumulación de NAAD+ indica que la glutamina no puede 
reemplazarse en la donación del grupo nitrógeno en la síntesis de NAD+ en respuesta al 
tratamiento con GA. La acumulación de los precursores de NAAD+ y de la ruta de recuperación 
podría explicar el incremento en los niveles de NAAD+. El NAD+ no se encuentra en mayores 
niveles en presencia del GA; sin embargo, su versión reducida, el NADH se acumula debido al 
tratamiento con GA. Es posible que el consumo de NAD+ y, como consecuencia, una 
acumulación de NADH, se produzca debido a la acción de la sirtuina Sir2p, la cual utiliza NAD+ 
como sustrato. Trabajos previos en nuestro laboratorio han demostrado que la sirtuina Sir2p 
extiende la LC en condiciones de laboratorio y la acorta en condiciones de vinificación (Orozco 
et al., 2012c). Esta menos actividad de Sir2p podría ser una diana adicional e indirecta de GA 
en lo que respecta a la LC.  
En base a los datos mostrados puede concluirse que el glufosinato de amonio es capaz de 
influir en el crecimiento y en la capacidad fermentativa de S. cerevisiae incidiendo en gran 
parte en su metabolismo. La inhibición de la glutamina sintetasa y el ayuno de nitrógeno 
causado por la misma aumentan la longevidad cronológica y disminuye la velocidad de 
consumo de azúcares. Los goteos realizados muestran que el GA dispara el control general de 
aminoácidos (GAAC) a través de la proteína quinasa Gcn2p, ya que el mutante gcn2Δ presenta 
déficit de crecimiento en presencia de altas dosis de GA (Figura 23, panel A). El GA disminuye 
los metabolitos asociados con la síntesis de purinas produciendo posiblemente una reducción 
de la transcripción y causando el menor crecimiento observado tanto en condiciones de 
vinificación como en condiciones de envejecimiento; sin embargo, los metabolitos asociados a 
la glicólisis no están afectados. Como consecuencia, el GA parece afectar al crecimiento pero 
no a la capacidad fermentativa, puesto que es capaz de finalizar la fermentación. La 
acumulación de metabolitos relacionados con el ciclo del glutatión indicaría que el GA causa 
niveles elevados de estrés oxidativo. La comparación del número de metabolitos modificados 
en la cepa silvestre en presencia de GA es menor que en mutantes de deleción en proteínas de 
la ruta TOR o del GAAC (Vallejo et al., 2017a) indicando que el impacto observado en el 
metabolismo se debe a mecanismos adicionales, o a una inhibición parcial de las rutas 
anteriormente comentadas.  




Figura 29. Alteración de la ruta de recuperación de NAD+ debido al tratamiento con glufosinato 
de amonio en condiciones de vinificación con MS300 con la cepa vínica C9. En rojo y verde se 
muestran los metabolitos que tienen una mayor o menor abundancia, respectivamente, en 
comparación con la condición control con un estadístico de p≤ 0.05. En rosa claro se muestran 
los metabolitos que tienen una mayor abundancia con respecto al control con un estadístico   
p≤ 0.1. En negro, los metabolitos cuyos niveles no varían y en gris, los no detectados.  
3. Evolución dirigida de cepas vínicas 
Tal y como se ha demostrado en el apartado 2 de este capítulo, los inhibidores químicos, y 
en concreto el glufosinato de amonio, son capaces de modificar el metabolismo de las 
levaduras vínicas bajo condiciones de fermentación alcohólica lo que abre la posibilidad de 
plantear experimentos de evolución dirigida en presencia de estos inhibidores químicos para 
obtener cepas con características de interés. Como se ha comentado en la Introducción 
(apartado 5), dichos experimentos pueden realizarse con un diseño de crecimiento en 
continuo o en discontinuo. Como nuestro objetivo es la posible aplicación en la industria vínica 
se ha seleccionado el modo discontinuo, ya que las condiciones de vinificación lo son y las 
células sufren ayuno de nutrientes y acumulación de metabolitos tóxicos. Las células se 
inoculan en el medio seleccionado y se realizan pases cada cierto tiempo hasta alcanzar un 
número determinado de generaciones.  
Los parámetros para realizar evoluciones dirigidas no están establecidos, sobre todo el 
número de generaciones que deben transcurrir durante la evolución. Gran parte de las 
evoluciones dirigidas finalizan al alcanzar unas 200-300 generaciones (Caspeta et al., 2016; 
Kutyna et al., 2012; Tilloy et al., 2014) aunque también hay algunas con un número de 
generaciones mayor (Koppram et al., 2012) o incluso mucho menor (Peris et al., 2017). En 
nuestro caso, la cepa seleccionada se inoculó a una D. O.600 de 0.1 en cada pase y se recogieron 
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muestras a las 50, 100, 150 y 200 generaciones. Las muestras se sembraron en el medio 
selectivo adecuado, en función de las condiciones del experimento de evolución dirigida, y se 
guardaron a -80 °C en presencia de glicerol para su almacenaje y posterior análisis.  
3.1. Evolución dirigida de la cepa M2 en presencia de rapamicina 
3.1.1. Selección de la cepa M2 
El objetivo de la evolución dirigida en presencia de rapamicina es obtener aislados 
procedentes de M2 más resistentes a rapamicina como consecuencia de una modificación en 
la actividad o regulación de alguna de las principales rutas de señalización de nutrientes, 
principalmente TORC1 ya que se está utilizando su inhibidor más directo. Esa mayor resistencia 
a rapamicina podría indicar una mejora en las condiciones de vinificación como consecuencia 
de una alteración en la regulación de las rutas de señalización de nutrientes que le permita 
estar más activa y, por tanto, tener una mayor capacidad fermentativa ya que algunas cepas 
con requerimientos bajos de nitrógeno eran más tolerantes a rapamicina.   
Inicialmente, la evolución dirigida se planteó con las cepas vínicas anteriormente 
seleccionadas (DV10, CSM, EC1118 y M2) y se realizó un estudio más exhaustivo con las 
mismas. Como se ha mostrado anteriormente, los fenotipos de las cepas DV10 y EC1118 son 
muy similares entre sí, al igual que los de las cepas M2 y CSM. Cabe destacar el efecto opuesto 
frente a la rapamicina y a la 2DG de las cepas M2 y CSM respecto a EC1118 y DV10. M2 y CSM 
son más sensibles a la rapamicina y EC1118 y DV10 a la 2DG, lo que permiten un margen de 
mejora mayor. En primer lugar se realizaron goteos en medio YPD en presencia de rapamicina, 
(Figura 30 panel A). En estos goteos, se añadió la cepa Ʃ1278 porque en condiciones normales 
de crecimiento presenta hiperactiva la ruta Ras/cAMP/PKA, lo que le proporciona una 
resistencia a rapamicina elevada (Zurita-Martinez y Cardenas, 2005). El genoma de dicha cepa 
está relacionado con S288c y comparte otras regiones genómicas con W303. Sin embargo, esa 
mayor tolerancia a la rapamicina que está descrita para la cepa Ʃ1278 es mucho menor que la 
que presentan las cepas vínicas. Las cepas M2 y CSM son las más sensibles mientras que DV10 
y EC1118, las más resistentes. La cepa vínica haploide C9, derivada de la L2056, presenta una 
resistencia intermedia. 
A continuación, se realizaron diversas curvas de crecimiento en diferentes medios en 
presencia y ausencia de rapamicina con el objetivo de determinar qué medio sería el más 
adecuado para realizar la evolución dirigida (Figura 30 panel B). La cepa DV10 y EC1118 
presentan los mismos requerimientos de nitrógeno bajos y comparten fenotipo frente a los 
inhibidores analiados; sin embargo, en el caso de CSM y M2, aunque comparten fenotipos, los 
requerimientos son diferentes; CSM presenta un requerimiento normal y la cepa M2 requiere 
elevadas concentraciones de nitrógeno, lo que otorga un margen de mejora. Por ello, 
únicamente se analizaron las cepas CSM, M2 y EC1118. Los medios estudiados fueron: medio 
mínimo completo SC, medio rico YPD y mostos sintéticos MS300 y MS68. Se barajó la idea de 
realizar la evolución dirigida en MS68, que presenta nitrógeno limitante pero se descartó ya 
que como consecuencia de un crecimiento muy bajo, el tiempo necesario para obtener las 
generaciones determinadas era muy elevado. La selección del medio para la evolución dirigida 
es primordial puesto que en presencia de rapamicina el crecimiento debe verse afectado en el 
medio seleccionado pero no en gran medida como para inhibirlo completamente. En el panel B 
de la Figura 30 se muestran los resultados procedentes de las curvas de crecimiento realizadas 
con las cepas CSM, EC1118 y M2 en los medios indicados. Al obtener valores menores de 1 de 
la relación entre la velocidad máxima de crecimiento en presencia y ausencia de rapamicina, se 
observa que la rapamicina influye en el crecimiento de las cepas analizadas, 
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independientemente del medio de cultivo. El crecimiento de la cepa EC1118 es el que menos 
se ve afectado como consecuencia de la presencia de rapamicina, sobre todo en medio 
completo SC. Aunque las relaciones observadas para la cepa CSM son menores que las 
observadas para M2 cuando se usan mostos sintéticos, la D.O.600 final es mucho menor para la 
cepa M2 (datos no mostrados). Ambas cepas muestran comportamientos similares en medios 








Figura 30. Selección de la cepa M2 y del medio correspondiente para realizar la evolución 
dirigida. Goteos en placa en medio completo YPD con rapamicina (100 nM) de las cepas vínicas 
(en rojo) y de laboratorio (en azul) (A). Relaciones de las velocidades máximas de crecimiento en 
presencia de rapamicina (200 ng/μL) y ausencia de la misma, procedente de las curvas de 
crecimiento realizadas con las cepas vínicas CSM, EC1118 y M2 en los medios indicados (B).  
También se siguió la D.O.600 en medio mínimo SD y medio completo SC en presencia de 
rapamicina, Tabla 8. La diferencia entre ambos medios radica en la presencia de suplemento 
de aminoácidos (drop out, apartado 2.2.1 de Materiales y Métodos) en el medio SC. Aunque la 
mayor diferencia entre el medio SD y SC en presencia de rapamicina se encuentra en la cepa 
EC1118, la D.O.600 final a tiempo 48 horas es menor en la cepa M2 indicando la menor 
tolerancia a rapamicina de la cepa.  
Tabla 8. Selección del medio SC para la realización de la evolución dirigida. Datos procedentes 
de curvas de crecimiento en medio mínimo SD y medio completo SC con rapamicina (200 
ng/μL). Se muestran las relaciones entre ambos medios y la D.O.600 a 48 h.  
 D.O.600 (48 h) 
  Ratio SD+Rapa/SC+Rapa SC+Rapa SD+Rapa 
EC1118 0.64 10.28 6.58 
CSM 0.78 8.98 7.00 
M2 0.69 4.70 3.24 
 
A raíz de la menor tolerancia de la cepa M2 frente a rapamicina, se seleccionó dicha cepa 
para la evolución dirigida en presencia de rapamicina (100 nM). El medio en el que se realizó 
fue medio mínimo completo SC puesto que el medio SD, al presentar el sulfato de amonio 
como única fuente de nitrógeno, podría ralentizar en gran medida el crecimiento de la cepa y, 
por tanto, la evolución dirigida, además de ser más diferente a los medios industriales 
complejos que contienen mezclas variadas de fuentes de nitrógeno. Se recogieron muestras a 
50, 100, 150 y 200 generaciones. 
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3.1.2. Seguimiento de la evolución  
Inicialmente, una única colonia de M2 (M2in) se utilizó para inocular dos matraces con      
25 mL de medio mínimo completo SC con rapamicina. Se realizaron dos evoluciones dirigidas 
en paralelo, nombradas como eM2a y eM2b. Los pases se realizaron cada 48 horas y se inoculó 
cada vez a una D. O.600 de 0.1. La determinación del número de generaciones se realizó a partir 
de los datos obtenidos de la D.O.600 de cada uno de los pases realizados. En la Figura 31 se 
muestra el progreso de la evolución dirigida. Se observa un aumento del número de 
generaciones por unidad de tiempo a partir del cuarto día de evolución dirigida como 
consecuencia de un mayor crecimiento en presencia de rapamicina (Figura 31 panel A). La 
acumulación de generaciones a lo larto de la evolución dirgida también es bastante similar 
entre eM2a y eM1b aunque puede observarse un cierta separación a tiempos más largos 
(Figura 31 panel B) Ese rápido aumento observado al inicio de la evolución también se ha 
observado en otras evoluciones dirigidas (Xu et al., 2019). En este caso, la evolución dirigida se 
hizo en presencia de ácido propiónico con el objetivo de aumentar la tolerancia al mismo de la 
cepa CEN.PK. Además, la comprobación de contaminaciones se realizó no solo mediante 
observación bajo el microscopio óptico sino también por siembra en medio rico YPD y medio 
YPD más rapamicina. Cabe destacar que las colonias obtenidas en YPD con rapamicina eran de 
pequeño tamaño al inicio de la evolución dirigida indicando su menor tolerancia al compuesto 
y que fueron aumentando de tamaño a lo largo de la evolución indicativo de un aumento de la 




Figura 31. Seguimiento de la evolución dirigida de la cepa M2 en presencia de rapamicina en 
medio completo SC. Generaciones obtenidas en cada uno de los pases realizados durante la 
evolución dirigida tanto de la réplica a (eM2a) como de la réplica b (eM2b) (A). Generaciones 
acumuladas a lo largo de la evolución dirigida (B).  
3.1.2.1. Comprobación de la identidad de las cepas evolucionadas mediante 
amplificación de elementos delta  
El seguimiento de la evolución dirigida es de gran importancia puesto que puede sufrir 
contaminaciones y obtener finalmente una cepa evolucionada procedente de la contaminación 
y no de la cepa de interés. Para comprobar si durante la evolución dirigida se produjeron 
contaminaciones se amplificaron las regiones de los elementos delta (Legras y Karst, 2003) a 
partir del DNA genómico extraído de las cepas evolucionadas a 150 generaciones, 5 colonias 
diferentes de eM2a y eM2b una vez transcurridas las 200 generaciones junto con la cepa inicial 
M2in y las cepas EC1118, CSM y DV10. Los resultados de la amplificación se muestran en la 
Figura 32.  




Figura 32. Amplificación de elementos delta de las cepas procedentes de la evolución dirigida en 
presencia de rapamicina. Los números del 1 al 5 indican las colonias que se han aislado de cada 
una de las réplicas de la evolución a 200 generaciones y las letras a y b la colonia seleccionada 
de las evoluciones. Las condiciones de la amplificación se detallan en Materiales y Métodos. Se 
indica el tamaño de las bandas del DNA utilizado como marcador.  
Las cepas eM2a y eM2b evolucionadas durante 150 generaciones no presentan ninguna 
diferencia en el perfil de amplificación. Se observan diferencias en los perfiles de las cinco 
colonias analizadas dentro de la cepa evolucionada eM2a a 200 generaciones. La colonia 
número 3 presenta una amplificación adicional de dos bandas (aproximadamente 250 pb) que 
no están presentes ni en la cepa M2in ni en las demás colonias. Respecto a eM2b evolucionada 
durante 200 generaciones, puede observarse una amplificación adicional respecto a M2in de 
una banda de aproximadamente 100 pb en todas las colonias analizadas a excepción de la 
número 1.  
La similitud fenotípica entre M2 y CSM y entre las cepas EC1118 y DV10 respecto a la 
tolerancia frente a diversos inhibidores químicos también se mantiene en la amplificación de 
los elementos delta. Los perfiles de las cepas EC1118 y DV10 son más similares entre sí, al igual 
que los obtenidos para las cepas M2 y CSM.  
En ningún caso se observan grandes diferencias en el perfil entre la cepa M2in y las cepas 
evolucionadas, ya sea durante 150 o 200 generaciones, aunque sí aparecen bandas 
adicionales. Debido a la aparición de esas bandas adicionales, se siguió analizando las colonias 
que las presentaban mediante vinificación en mosto sintético y mosto natural y también 






Capítulo 1  Resultados y Discusión 
98 
 
3.1.3. Análisis de las distintas generaciones obtenidas durante la evolución 
dirigida frente a rapamicina  
Como se ha comentado anteriormente no existe una metodología específica para las 
evoluciones dirigidas en cuanto al número de generaciones que deben transcurrir para que se 
observen cambios y que dichos cambios sean permanentes, ya que depende de la cepa a 
evolucionar y del tipo de modificación a obtener. Por ello se analizó el fenotipo de crecimiento 
de las cepas obtenidas por evolución dirigida frente a rapamicina, a distinto número de 
generaciones (50, 100, 150 y 200), mediante goteos en placa frente a diversos inhibidores 
químicos y distintos medios, obteniéndose los resultados que se muestran en la Figura 33. Los 
experimentos se realizaron a partir de los glicerinados de las generaciones correspondientes.  
 
Figura 33. Crecimiento de las células adaptadas en presencia de rapamicina en presencia de 
diversos inhibidores químicos. Goteos de las cepas evolucionadas frente a rapamicina a 50, 100, 
150 y 200 generaciones de eM2a y eM2b, realizados en medio completo YPD (A), medio mínimo 
completo SC (B) y medio mínimo SD (C) a los cuales se les ha añadido rapamicina (100 nM), MSX 
(1 mM) y 3-aminotriazol (AT, 10 mM).  
Al ser la rapamicina un inhibidor directo de TORC1, complejo que responde al ayuno de 
nitrógeno, se consideró necesario realizar el análisis de las distintas generaciones en diversos 
medios cuya diferencia radica principalmente en la fuente de nitrógeno utilizada. En el panel A 
de la Figura 33 los goteos se realizaron en medio completo YPD con rapamicina, compuesto 
frente al cual se realizó la evolución, y con MSX, inhibidor de la glutamina sintetasa. En este 
caso, se observa un aumento muy claro de la tolerancia a rapamicina entre la cepa M2in y las 
cepas evolucionadas, indistintamente de las generaciones transcurridas. El fenotipo obtenido 
en presencia de MSX no varía entre las cepas analizadas. En el panel B se muestran goteos 
equivalentes en medio SC, medio en el que se realizó la evolución dirigida y cuya fuente de 
nitrógeno se considera rica al estar compuesta por aminoácidos y sulfato de amonio. Las 
tolerancias a rapamicina y a MSX son muy similares a las observadas en medio completo YPD. 
Por último, las cepas evolucionadas se cultivaron en el medio mínimo SD, donde el sulfato de 
amonio es la única fuente de nitrógeno, panel C. En dicho medio, tampoco se observan 
diferencias en el crecimiento en presencia del inhibidor 3-aminotriazol, inhibidor de la síntesis 
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de histidina. La tolerancia de las cepas evolucionadas y de la cepa M2in frente al MSX es 
también muy similar.  
También se analizó el crecimiento a diferentes temperaturas, como se muestra en el panel 
A de la  Figura 34. El rango óptimo de crecimiento de las cepas vínicas es mayor que las de las 
cepas de laboratorio. Aun así, se aprecian diferencias de crecimiento entre la cepa EC1118 y 
M2 ya observado anteriormente (Figura 16); a pesar de que el rango óptimo es muy similar 
entre ambas. En este caso, tampoco se observa un fenotipo diferencial claro entre las 
generaciones analizadas.  
El uso de inhibidores de la síntesis de aminoácidos sugiere que el único fenotipo observado 
en las cepas evolucionadas es la mayor tolerancia frente a rapamicina, indicativo de que se ha 
producido alguna modificación que permita esa mayor tolerancia. Sin embargo, aunque la 
inhibición de la rapamicina produce una inactivación de TORC1, también podría haberse 
producido una modificación en la regulación de otras rutas de señalización de nutrientes. Por 
ello, se analizó el crecimiento en sacarosa, una fuente fermentable, en presencia de                 
2-desoxiglucosa. En  el panel B de la Figura 34 no se aprecia ninguna diferencia en la tolerancia 
frente a dicho compuesto entre la cepa M2in y las cepas evolucionadas aunque sí respecto a la 











Figura 34. Efectos sobre el crecimiento en las diferentes generaciones obtenidas en la evolución 
dirigida frente a rapamicina en diversos medios y condiciones de crecimiento. Goteos de las 
cepas evolucionadas en placas de medio completo YPD incubadas a 15 y 18 °C durante tres días 
(A). Goteos en medio completo YPD, YPSacarosa e YPSacarosa con 2-desoxiglucosa (2DG,        
100 µg/mL) (B). Azul: cepas de laboratorio Rojo: cepas vínicas.  
Con el objetivo de indagar más en los cambios producidos durante la evolución dirigida en 
las diferentes generaciones, se determinaron los niveles de anión superóxido con la sonda 
fluorescente dihidroetidio (DHE), sensible a los niveles de ROS, la tolerancia frente al estrés 
oxidativo mediante determinación de halos de inhibición del crecimiento en placa y la 
represión por glucosa mediante el crecimiento en sacarosa en presencia de análogos 
estructurales no metabolizables de la glucosa. Según Neklesa y Davis (2008), niveles elevados 
de anión superóxido dificultan la unión de la rapamicina al complejo TORC1 aumentando así la 
tolerancia a rapamicina. Los niveles de anión superóxido de las cepas evolucionadas se 
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muestran en el panel A de la Figura 35 donde no se observa una tendencia continua al alza al 
aumentar el número de generaciones de la evolución dirigida. Sin embargo, los niveles de 
anión superóxido de las cepas evolucionadas son mayores que los de la cepa M2in indicando 
una posible explicación al aumento de la tolerancia frente a la rapamicina. 
Para analizar si esa producción aumentada de ROS se refleja en una resistencia a estrés 
oxidativo alterada, se ensayó la tolerancia de las cepas eM2a y eM2b transcurridas 200 
generaciones (procedente de glicerinado) frente a peróxido de hidrógeno y menadiona, ambos 
generadores de ROS, Figura 35 panel B. La menadiona es una quinona que genera ROS, 
principalmente el anión superóxido. Mientras que no se observan diferencias en el halo de 
inhibición entre las cepas evolucionadas y la cepa inicial M2in en H2O2, sí que se observan 
pequeñas diferencias en menadiona, aunque el halo de inhibición que induce la menadiona es 
mucho menor que el producido por el peróxido de hidrógeno. El halo de inhibición causado 
por la menadiona en la cepa eM2b es significativamente mayor que en la cepa M2in indicando 
que tras 200 generaciones de evolución en presencia de rapamicina es más sensible al estrés 
oxidativo causado por anión superóxido. También se observa cierto aumento en la cepa eM2a 
frente a la menadiona, pero no estadísticamente significativo. Así pues, parece que el aumento 
de la resistencia a rapamicina está relacionado con un aumento de las ROS en las cepas 
evolucionadas, al menos parcialmente. 
También se analizó el crecimiento en sacarosa en presencia de análogos estructurales no 
metabolizables de la glucosa, como la 2-desoxiglucosa o la glucosamina, de las cepas 
evolucionadas eM2a y eM2b transcurridas 200 generaciones (procedente de glicerinado) 
(Figura 35 panel C). La cepa evolucionada eM2b presenta un mayor crecimiento en presencia 
de YPSac y de los análogos 2DG y GlcN. La cepa eM2a presenta un crecimiento mayor 
estadísticamente significativo únicamente en presencia de GlcN y no de 2DG sugiriendo que la 
modificación producida afecta a algún proceso previo al paso de fosforilación de la glucosa. Ese 
mayor crecimiento de las cepas evolucionadas en sacarosa en presencia de los dos análogos 
estructurales no metabolizables de la glucosa sugiere que en ellas se ha producido una cierta 
relajación de la represión por glucosa que las hace capaces de crecer mejor en fuentes 


















Figura 35. Efecto de la evolución dirigida frente a rapamicina en la acumulación de anión 
superóxido, en la tolerancia estrés oxidativo y en la represión por glucosa. Fluorescencia 
obtenida de la tinción con dihidroetidio (DHE) de cepas evolucionadas en fase estacionaria de 
crecimiento en medio completo YPD. El análisis estadístico se realiza frene a la cepa M2in (A). 
Halo de inhibición (mm) del crecimiento en placa en medio completo YPD con peróxido de 
hidrógeno (H2O2, 30 % (v/v) o menadiona (0.1 M) (B). Velocidad de crecimiento máxima 
obtenida de las curvas de crecimiento de las cepas evolucionadas a 200 generaciones cultivadas 
en medio completo YPD y medio con sacarosa como fuente de carbono en presencia de             
2-desoxiglucosa (2DG, 100 μg/mL) o glucosamina (GlcN, 0.05 %) (C). Los experimentos se 
realizaron por triplicado. Se muestran valores medios y sus desviaciones típicas. Se indica con 
asteriscos las diferencias estadísticamente significativas de las medias (* P-valor ≤ 0.05;             
** P-valor ≤ 0.01; *** P-valor ≤ 0.005) respecto de la cepa M2in dentro de cada medio 
analizado.  
El análisis de las distintas generaciones producidas durante la evolución dirigida de la cepa 
M2 deja patente que no se observa una variación progresiva del fenotipo, indicando que la 
adaptación al efecto inhibitorio de la rapamicina se ha producido en las primeras 
generaciones. Los posteriores análisis realizados con las cepas procedentes de la evolución 
dirigida se realizaron con las cepas transcurridas 200 generaciones.  
3.1.4. Análisis de las distintas colonias obtenidas de las cepas M2 evolucionadas 
frente a rapamicina durante 200 generaciones  
Una vez transcurridas las 200 generaciones, se seleccionaron 5 colonias de cada una de las 
réplicas de la evolución dirigida con el objetivo de seleccionar aquellas variaciones más 
interesantes. Se realizaron análisis del crecimiento mediante goteos tanto en medio completo 
YPD como en medio mínimo completo SC en presencia de rapamicina y MSX. Como muestra la 
Figura 36, no se observan diferencias en la tolerancia a los inhibidores analizados entre las 
diferentes colonias analizadas.  














Figura 36. Crecimiento frente a diversos inhibidores químicos de las diferentes colonias aisladas 
de las cepas evolucionadas frente a rapamicina durante 200 generaciones. Goteos realizados en 
medio completo YPD (A) y medio completo SC (B), con la adición de rapamicina (100 nM) y MSX           
(1 mM). Las dos evoluciones dirigidas en paralelo se nombran con la letra a y b. 
Adicionalmente, también se realizaron goteos en presencia de cafeína y sorbitol. La cafeína 
es un inhibidor del complejo TORC1. Según Martín et al., (1996) el sorbitol es capaz de 
recuperar el fenotipo de la cafeína ya que ésta afecta a la integridad de la membrana celular. 
En la Figura 37 se observan los goteos realizados en presencia de cafeína y sorbitol. La 
evolución eM2a no altera la sensibilidad de la cepa parental a la cafeína, pero las cepas 
procentes de la evolución eM2b son más sensibles a la misma, sugiriendo que la mutación 
puede afectar a las regiones del complejo que son diana de la cafeína a la vez que a las que son 
afectadas por la rapamicina. Tal y como se muestra, las cepas vínicas son más resistentes a 
cafeína pero el sorbitol únicamente recupera parcialmente el fenotipo de inhibición del 
crecimiento causado por la cafeína. Las cepas evolucionadas son sensibles a la cafeína y dicho 
fenotipo no se recupera en presencia de sorbitol (última fila). Estos resultados indican que la 
mayor tolerancia de las cepas evolucionadas a la rapamicina no es como consecuencia de una 
alteración en la estabilidad o integridad de la pared ya que el sorbitol no recupera el fenotipo 






















Figura 37. Efecto de la cafeína y sorbitol sobre el crecimiento de diferentes colonias de las cepas 
eM2a y eM2b obtenidas después de 200 generaciones de evolución en rapamicina y diversas 
cepas vínicas. Se realizaron goteos en medio completo YPD en presencia de cafeína (20 mM) y 
sorbitol (0.5 M). Azul: cepas de laboratorio. Rojo: cepas vínicas.  
3.1.5. Efecto de la adaptación a rapamicina en condiciones de vinificación  
3.1.5.1. Vinificaciones en mosto sintético MS68 y mosto natural. Evaluación de 
la capacidad fermentadora  
 A raíz de los perfiles obtenidos de la amplificación de los elementos delta (Figura 32) y 
para analizar en más detalle las cepas evolucionadas, se procedió a realizar una vinificación en 
mosto sintético MS68 de las cepas M2in, las colonias 1 y 3 de la cepa eM2a y las colonias 1 y 2 
de la cepa eM2b. En la Figura 38 se muestran los resultados de la determinación de la 
longevidad cronológica de las cepas ensayadas en mosto MS68 (paneles A y B) así como la 
cinética de consumo de azúcares fermentables (panel C) y la producción final de etanol (panel 
D) y de glicerol (panel E). Aunque no se observaron diferencias en el crecimiento en las 
distintas cepas analizadas (datos no mostrados), se observa un ligero aumento de la 
longevidad cronológica en las cepas eM2a colonia 1 y eM2b colonia 2. Todas las cepas 
evolucionadas son capaces de completar el consumo de azúcares, aunque la colonia 2 de 
eM2b sufre un retraso de 2 días, y finalizan la fermentación (Figura 38 panel C). No se 
producen diferencias estadísticamente significativas en la producción de etanol y glicerol 















Figura 38. Comportamiento fermentativo de las cepas evolucionadas en presencia de 
rapamicina en condiciones de vinificación en mosto sintético MS68. Curvas de longevidad 
cronológica obtenida a partir de las u.f.c./mL de dos de las colonias de la evolución eM2a (A) y 
eM2b (B). Curvas de consumo de azúcares reductores (g/L) durante el proceso de fermentación 
(C). Concentración de etanol (g/100 mL) (D) y glicerol (g/L) (E) al finalizar la fermentación 
alcohólica. Se muestran valores medios y sus desviaciones típicas. Los experimentos se 
realizaron por triplicado.  
Se procedió a realizar otra fermentación pero en este caso con mosto Bobal analizándose 
los mismos parámetros detallados en la fermentación en MS68. En la Figura 39,  puede verse 
como la longevidad cronológica de las colonias 1 y 3 de la cepa eM2a es ligeramente mayor 
que la de la cepa inicial M2in (panel A). Ese aumento de la longevidad también puede 
observarse en la colonia 1 de la eM2b pero no en la colonia 2 de la misma cepa, cuya 
longevidad cronológica es ligeramente inferior (panel B). La duración de la vinificación en 
MS68 es mayor que en mosto Bobal por lo que el aumento de la longevidad cronológica 
observada en las cepas evolucionadas tiene menor efecto en mosto Bobal que en MS68.   
 El consumo de azúcares reductores es muy similar en todas las cepas (Figura 39 panel C); a 
excepción de un retraso de 2 días para la cepa eM2a colonia 3. Se determinó tanto el etanol 
panel D) como el glicerol (panel E) al final de la fermentación y no se observaron diferencias 
estadísticamente significativas entre las cepas analizadas, a pesar del retraso observado para la 
cepa eM2a colonia 3. 







Figura 39. Comportamiento de las cepas evolucionadas en presencia de rapamicina en 
condiciones de vinificación en mosto natural variedad Bobal. Curvas de longevidad cronológica 
obtenida a partir de las u.f.c./mL de dos de las colonias de la evolución eM2a (A) y eM2b (B). 
Curva de consumo de azúcares reductores (g/L) durante el proceso de fermentación (C). 
Concentración de etanol (g/100 mL) (D) y glicerol (g/L) (E) al finalizar la fermentación alcohólica. 
Se muestran valores medios y sus desviaciones típicas. Los experimentos se realizaron por 
triplicado.  
Los resultados obtenidos en el estudio de los fenotipos de crecimiento mediante goteos en 
placa y en la caracterización del comportamiento fermentativo en vinificaciones en mostos 
sintético y natural indican que las diferencias genéticas observadas en la caracterización 
molecular mediante amplificación de los elementos delta de diferentes colonias procedentes 
de los experimentos de evolución dirigida frente a rapamicina no conllevan cambios 
significativos ni en la producción de metabolitos de interés enológico, ni una mejora 
significativa en los parámetros enológicos, aunque si pueden apreciarse cambios en la 
longevidad cronológica producidos en la evolución.  
3.1.6. Análisis fenómico procedente de fermentaciones estandarizadas de las 
cepas evolucionadas frente a rapamicina 
En colaboración con el laboratorio del Dr. Philippe Marullo, de la Universidad de Burdeos 
se llevó a cabo un análisis fenotípico exhaustivo de las cepas obtenidas por evolución dirigida 
frente a rapamicina, utilizando la metodología de fermentación a pequeña escala puesta a 
punto para  evaluar cuantitativamente rasgos de un gran número de muestras en vinificación 
(Peltier et al., 2018). Tal y como indica la Tabla 5, el mosto presenta inicialmente una 
concentración de nitrógeno asimilable de 100 mg/L. El mosto se suplementó con sulfato de 
amonio y con un stock de α-aminoácidos hasta una concentración de nitrógeno final de          
250 mg/L. Las condiciones seleccionadas para las fermentaciones alcohólicas fueron: no 
agitación nitrógeno normal (NS:Normal, NS: Not Shaken), agitación nitrógeno normal 
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(S:Normal, S:Shaken) y, por último, no agitación nitrógeno bajo (NS:Low, NS: Not Shaken). Para 
simplificar la visualización de los resultados obtenidos se ha mantenido la nomenclatura 
proporcionada por el programa informático utilizado. El progreso de la fermentación se siguió 
midiendo la pérdida de peso. Los parámetros cinéticos determinados a partir de la pérdida de 
peso debido a la liberación de CO2 fueron la fase de latencia (lp), el tiempo para liberar el 35, el 
50 y el 80 % de CO2 max restando la lp (t35-lp, t50-lp y t80-lp) y la velocidad de producción 
media de CO2 entre el 50 y el 80 % de CO2max (v50_80). Los parámetros enológicos medidos al 
finalizar la fermentación a partir del sobrenadante fueron: fructosa y glucosa residual 
(Fru_Dil20, Glu_Dil20), piruvato, glicerol, ácido acético, ácido málico y SO2 
En la Figura 40 se muestra un análisis global de las cepas evolucionadas frente a 
rapamicina. El análisis de componentes principales (PCA, Figura 40, panel A) muestra que los 
perfiles de cada una de las condiciones analizadas son diferentes y se agrupan en función de la 
condición, no habiendo ninguna cepa evolucionada que se aleje de la cepa de partida, excepto 
eM2b que en la condición NS:Normal se encuentra en un cuadrante distinto. Además, también 
se muestra un gráfico de correlación (Figura 40 panel B) indicando la relación entre los 
parámetros cinéticos y enológicos medidos en las tres condiciones analizadas de todas las 
cepas evolucionadas, incluyendo a M2in. La correlación entre el ácido acético (AceticAcid) y el 
glicerol (Glycerol) es negativa, debido a la oposición de sus flechas, por lo que a mayor ácido 
acético menor glicerol y viceversa. Este resultado corrobora los observados en los 
experimentos cuyo objetivo es la sobreproducción de glicerol. Esa sobreproducción conlleva, 
como efecto colateral, un aumento del ácido acético, producto indeseable en el vino 
(Taherzadeh et al., 2002). 
 
Figura 40. Análisis global en vinificación en mosto Sauvignon Blanc de las cepas evolucionadas 
frente a rapamicina. Análisis de componentes principales (PCA) de los triplicados de las cepas 
evolucionadas y la cepa inicial (A). Gráfico de correlación donde se muestran todos los 
parámetros, tanto cinéticos como enológicos, medidos durante la fermentación (B). 
Condiciones analizadas: no agitación nitrógeno normal (NS:Normal, Not Shaken: Normal, verde), 
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agitación nitrógeno normal (S:Normal, Shaken: Normal, azul) y no agitación nitrógeno bajo 
(NS:Low, Not Shaken:Low, rojo). Parámetros analizados: fase de latencia (lp), tiempo para 
liberar el 35, 50 y 80 % de CO2max sin tener en cuenta lp (t35/50/80-lp), velocidad de 
producción media de CO2 entre el 50 y el 80 % de CO2max (vitesse 50 80), glicerol (glycerol), 
piruvato (pyruvate), ácido málico (malicacid), CO2 (CO2 máximo teórico), SO2 (dióxido de azufre), 
ácido acético (aceticacid) y glucosa y fructosa de la muestra diluida 20 veces (Glu_Dil20 y 
Fru_Dil20). Para simplificar la visualización de los resultados obtenidos se ha mantenido la 
nomenclatura proporcionada por el programa informático utilizado. Para simplificar la 
visualización de los resultados obtenidos se ha mantenido la nomenclatura proporcionada por 
el programa informático utilizado. 
De entre todos los parámetros analizados, únicamente cabe comentar las diferencias 
observadas en las condiciones de crecimiento ensayadas en la fase de latencia (panel A), el 
piruvato producido (panel B) y el tiempo en liberar el 35 % de CO2 (panel C), parámetros que se 
muestran en la Figura 41. Los demás parámetros no mostraron diferencias estadísticamente 
significativas. Las gráficas muestran los datos medios de las tres réplicas realizadas 
normalizados frente a los datos obtenidos para la cepa M2in. Por tanto, aquellos datos 
superiores a 1 indican que los valores son mayores para las cepas evolucionadas y valores 
menores que 1 indican valores menores que las cepas evolucionadas. La fase de latencia (panel 
A) es menor en condiciones de agitación sugiriendo que el oxígeno favorece la adaptación al 
mosto en las dos evoluciones realizadas (eM2a y eM2b color azul), siendo una ventaja en estas 
condiciones pero no que no se da en las condiciones más similares a la fermentación vínica 
estándar (NS:Normal). En el caso de las condiciones de nitrógeno, la baja concentración de 
nitrógeno presente en el mosto (barra roja) no parece tener efecto en la fase de latencia.  
En el panel B de la Figura 41 se muestra el tiempo en liberar el 35 % de CO2max. La 
agitación (barra azul) no permite distinguir las cepas evolucionadas respecto a la cepa inicial 
M2in, ya que los valores normalizados son muy cercanos a 1. Sin embargo, en condiciones 
deficientes de nitrógeno (barra roja), las cepas evolucionadas presentan un t35-lp 
estadísticamente mayor que la cepa M2in sugiriendo que las cepas evolucionadas, aunque su 
adaptación al mosto es similar en condiciones NS:Low (barra roja), la capacidad fermentativa 
se ve reducida en las mismas condiciones (panel B, barra roja). La disminución de la capacidad 
fermentativa también se observa en condiciones NS:Normal (barra verde, panel B), donde 
ambas cepas evolucionadas presentan valores t35-lp mayores que la cepa M2in, siendo 
estadísticamente significativo para la cepa eM2b. Por lo tanto, la evolución no ha conllevado 
una mejora en este parámetro. En el panel C de la Figura 41 se muestra la acumulación o la 
reducción de los niveles de piruvato de las cepas evolucionadas respecto de la cepa M2in en 
las tres condiciones analizadas previamente. La única diferencia estadísticamente significativa 
que se observa es en condiciones de agitación (barra azul) para la cepa eM2b, la cual presenta 
una menor concentración de piruvato que la cepa M2in en esas mismas condiciones. Esa 
reducción de ácido acético no supone una modificación de los niveles de glicerol (datos no 
mostrados).  





Figura 41. Parámetros cinéticos y enológicos durante la fermentación alcohólica de mosto 
sauvignon blanc de cepas derivadas de M2 sometidas a evolución en presencia de rapamicina. 
Fase de latencia (lp, h) (A), tiempo en liberar el 35 % del CO2 substrayendo el tiempo de latencia 
(t35-lp) (B) y piruvato (mg/L) (C). Se muestra el valor medio obtenido de las tres réplicas 
realizadas de las cepas evolucionadas normalizado frente al valor medio obtenido de las tres 
réplicas realizadas de la cepa M2in, todo ello expresado en tanto por 1 respecto a M2in. Las 
condiciones analizadas han sido: sin agitación y con baja concentración de nitrógeno (NS:Low, 
Not Shaken:Low, rojo); sin agitación y con concentración adecuada de nitrógeno (NS:Normal, 
Not Shaken: Normal, verde); con agitación y con concentración adecuada de nitrógeno 
(S:Normal, Shaken: Normal, azul). Los valores mostrados son la media de las tres réplicas 
realizadas y las barras de error son desviaciones estándar. El asterisco indica diferencias 
estadísticamente significativas entre la cepa evolucionada y la cepa M2in para cada una de las 
condiciones analizadas y parámetros mostrados. Para simplificar la visualización de los 
resultados obtenidos se ha mantenido la nomenclatura proporcionada por el programa 
informático utilizado.  
En conclusión, la evolución dirigida ha permitido aumentar la tolerancia de la cepa M2 
frente a la rapamicina pero el análisis de crecimiento mediante goteos utilizando diversos 
inhibidores y los datos fenotípicos procedentes de diversas vinificaciones indican que es el 
único fenotipo observable. Los cambios inducidos como consecuencia del crecimiento 
reiterativo en presencia de rapamicina pueden ser tan mínimos que sea muy difícil su 
detección, como ha sido descrito en otros experimentos de evolución dirigida. Caspeta et al., 
(2016) realizaron una evolución dirigida para aumentar la tolerancia a altas temperaturas en la 
que mostraron que los 7 aislados obtenidos de dicha evolución presentaban secuencias muy 
similares. De entre los aislados secuenciados, únicamente observaron ciertas modificaciones 
en los análisis transcriptómicos pero la respuesta global de adaptación a altas temperaturas 
fue la misma.  
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3.1.7. Bases genéticas de la mayor tolerancia a rapamicina de las cepas 
evolucionadas frente a dicho compuesto  
Para intentar determinar los cambios inducidos por la rapamicina se procedió a estudiar las 
posibles bases genéticas de la mayor tolerancia a rapamicina de las cepas evolucionadas. Dado 
que las cepas vínicas suelen ser diploides, la o las mutaciones producidas podrían encontrarse 
en homocigosis o en heterocigosis. Para investigar este aspecto se procedió a analizar el 
crecimiento de derivados de esporulación de la cepa original M2in y de las cepas 
evolucionadas 200 generaciones eM2a y M2b, mediante goteos en placas de YPD 
suplementado con rapamicina y con MSX. En la Figura 42 se muestran los goteos realizados del 
proceso de esporulación realizado con las cepas M2in, eM2a y eM2b. La obtención de 4 
esporas viables indica que la cepa M2in era diploide. Las tétradas se indican con la letra T 
seguida del número de la tétrada analizada y las letras indican la espora (a, b, c o d). Tal y 
como cabía esperar, las esporas procedentes de M2in son sensibles a la rapamicina al igual que 
su cepa parental. Se analizaron 11 tétradas de cada una de las cepas evolucionadas y todas las 
esporas analizadas mostraron una mayor tolerancia a rapamicina indicando que las cepas 
eM2a y eM2b son homocigotas para la mutación, o se debe a una herencia citosólica (priónica 
o mitocondrial), ver más adelante. En la Figura 42 también se muestra que no hay diferencias 
respecto al inhibidor MSX y que la tolerancia de M2in y BQS252 frente a rapamicina sigue 
siendo menor que la de la cepa EC1118. La resistencia observada en todas las esporas de las 
tétradas analizadas indica que las mutaciones inducidas durante la evolución dirgida se 













Figura 42. Análisis del crecimiento de derivados de esporulación de las cepas M2in, eM2a y 
eM2b treanscurridas 200 generaciones mediante goteos realizados en medio YPD en presencia 
de rapamicina (100 nM) o MSX (2 mM). Se añade como control de tolerancia a rapamicina de 
las cepas EC1118 y BQS252.  
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Una vez observado que la posible mutación se encuentra en homocigosis en las dos cepas 
evolucionadas eM2a y eM2b se planteó la obtención de híbridos entre la cepa M2in y las cepas 
evolucionadas, con la finalidad de investigar si las mutaciones son recesivas o dominantes y, en 
función de las proporciones obtenidas, determinar si son monogénicas o están implicadas 
varios genes. El crecimiento de los derivados de esporulación obtenidos a partir de ambos 
híbridos se analizó mediante goteos en placas de medio completo YPD en presencia de 
rapamicina, que se muestran en la Figura 43. 
Tanto el híbrido M2in x eM2a como el híbrido M2in x eM2b son más resistentes a 
rapamicina indicando que la mutación producida es dominante en ambos casos. La 
segregación obtenida por esporulación del híbrido M2in x eM2a se aleja de la esperada 2R:2S 
para un carácter monogénico, sugiriendo que el fenotipo de eM2a es consecuencia de 
mutaciones en varios genes. Sin embargo, en el caso de eM2b, la segregación mayoritaria 
2R:2S obtenida a partir el híbrido M2in x eM2b sugiere que la mutación producida es 
monogénica. La aparición de una única tétrada (T10) en la que las cuatro esporas analizadas 
son sensibles a rapamicina no puede explicarse ya que se ha demostrado que el híbrido es 
dominante y, por tanto, si la mutación sigue una herencia mendeliana, deberían aparecer al 














Figura 43. Fenotipo de los derivados de esporulación obtenidos de los híbridos M2in x eM2a (A) 
y M2in x eM2b (B) en medio completo YPD en presencia de rapamicina (100 nM). Para el primer 
híbrido se analizaron 6 tétradas diferentes y 7 para el segundo, cuyas segregaciones se indican 
en cada panel debajo del cruce realizado. Las esporas procedentes de la misma tétrada se 
indican con el mismo número y diferente letra. Se muestra un ejemplo de cada segregación 
obtenida. Las tétradas se indican con la letra T seguida del número de la tétrada analizada y las 
letras indican la espora (a, b, c o d). 
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Una vez determinado que las mutaciones producidas en las cepas evolucionadas son 
homocigotas y dominantes, se investigaron posibles mecanismos afectados por ellas que 
podrían explicar su fenotipo. Una primera opción sería que el aumento de la tolerancia a 
rapamicina fuera consecuencia de una mutación en el gen responsable de interaccionar con el 
inhibidor. En el caso concreto del efecto de la rapamicina, el gen FPR1 y el gen FAP1 son de 
gran importancia puesto que son responsables de su capacidad de inhibir a TORC1. FPR1, 
ortólogo de FKBP12 en humanos, codifica una peptidil-prolil isomerasa encargada de unirse a 
la rapamicina formando el complejo Fpr1p-Rapamicina (Koltin et al., 2015; Lorenz y Heitman, 
1995). Posteriormente, ese complejo se une a TORC1 produciendo su inactivación. El mutante 
fpr1Δ presenta una mayor tolerancia a rapamicina, puesto que ésta no puede unirse a TORC1. 
FAP1 confiere resistencia a rapamicina ya que compite con ésta por la unión a Fpr1p (Kunz 
et al., 2000). Por tanto, un mutante fap1Δ es más sensible a rapamicina. Se procedió a realizar 
cruces entre las cepas M2in, eM2a y eM2b con las cepas BY4742 fpr1Δ y BY4742 fap1Δ con el 
objetivo de determinar si la mayor tolerancia a rapamicina era consecuencia de una mutación 
en dichos genes. Los resultados de crecimiento en presencia de rapamicina de los derivados 
del proceso de esporulación de los híbridos obtenidos se muestran en la Figura 44, la Figura 45 
y la Figura 46. En todas ellas se muestra la tolerancia a rapamicina del mutante fpr1Δ y la 
sensibilidad del mutante de fap1Δ, al igual que el crecimiento de ambos en presencia de 
geneticina. Para cada cruce se analizaron 7 tétradas diferentes completas, cuya segregación se 
muestra en cada figura debajo del cruce realizado. En todos los cruces realizados, el marcador 
kanMX, indicativo de la deleción del gen FPR1 o FAP1, presenta una segregación 2R:2S              
(2 esporas resistentes: 2 esporas sensibles a geneticina), tal y como está descrito (Wach et al., 
1994).  
En la Figura 44, se muestra el crecimiento de los híbridos obtenidos M2in x fap1Δ y M2in x 
fpr1Δ y de los derivados de esporulación correspondientes. Ambos híbridos son sensibles a 
rapamicina al igual que las cepas parentales M2in y fap1Δ, a diferencia del parental fpr1Δ, que 
es más resistente. La segregación observada para el híbrido M2in x fap1Δ es 4 esporas 
sensibles, dos de las cuales presentan la deleción fap1Δ y las otras dos que no la presentan 
pero proceden de M2in, de ahí su elevada sensibilidad. Respecto a FPR1, las siete tétradas 
analizadas presentan una segregación 2R:2S. Las dos esporas resistentes son las que presentan 
la deleción de FPR1 mientras que las sensibles portan el alelo silvestre de M2in.  


















Figura 44. Fenotipo de crecimiento de los derivados de esporulación obtenidos de los híbridos 
M2in x fap1Δ y M2in x fpr1Δ. Goteos en medio completo YPD en presencia de geneticina       
(200 mg/L) o rapamicina (100 nM). Para cada cruce se analizaron 7 tétradas diferentes, cuya 
segregación se muestra en cada figura debajo del cruce realizado. Las esporas procedentes de 
la misma tétrada se indican con el mismo número y diferente letra. Se muestran dos ejemplos 
de la segregación obtenida para cada cruce. Las tétradas se indican con la letra T seguida del 
número de la tétrada analizada y las letras indican la espora (a, b, c o d). 
Una vez observado el comportamiento de la segregación de la deleción de los genes 
anteriormente comentados en la cepa original, se procedió a analizar los híbridos de las cepas 
procedentes del experimento de evolución dirigida. En la Figura 45 se muestran los goteos 
realizados con los híbridos procedentes de la cepa eM2a y las esporas correspondientes. Se 
muestran dos ejemplos de la segregación obtenida para cada cruce. La segregación del híbrido 
eM2a x fap1Δ es tres tétradas 2R:2S y cuatro tétradas 4R, resultado muy diferente de la 
segregación obtenida para el mismo cruce pero con la cepa original M2in (4S). Las esporas T9b 
y T9d presentan la mutación de eM2a ya que no son capaces de crecer en presencia de 
geneticina pero son resistentes a rapamicina. Ello indicaría que el fenotipo observado para 
eM2a no es consecuencia de una mutación en el gen FAP1. Por otra parte, la segregación de 
las tétradas procedentes del híbrido eM2a x fpr1Δ tampoco puede explicarse como 
consecuencia de una única mutación en el gen FPR1 ya que hay dos tétradas cuyas cuatro 





   
 











Figura 45. Fenotipo de crecimiento de los derivados de esporulación obtenidos de los híbridos 
eM2a x fap1Δ y eM2a x fpr1Δ. Goteos en medio completo YPD en presencia de geneticina      
(200 mg/L) o rapamicina (100 nM). Para cada cruce se analizaron 7 tétradas diferentes, cuya 
segregación se muestra en cada figura debajo del cruce realizado. Las esporas procedentes de 
la misma tétrada se indican con el mismo número y diferente letra. Se muestra un ejemplo de 
cada segregación obtenida. Las tétradas se indican con la letra T seguida del número de la 
tétrada analizada y las letras indican la espora (a, b, c o d). 
Finalmente, los resultados obtenidos a partir de los híbridos eM2b x fap1Δ y eM2b x fpr1Δ 
se muestran en la Figura 46. La segregación obtenida de ambos híbridos no puede explicarse 
por una única mutación en los genes FAP1 y FPR1. Las esporas T2b y T2c no pueden crecer en 
presencia de geneticina indicando que no presentan el gen FAP1 delecionado. El fenotipo de 
ambas esporas es totalmente diferente en presencia de rapamicina indicando que FAP1 no 
interacciona con la mutación producida en eM2b. Se observa el mismo fenotipo para las 
esporas T6b y T6d. La aparición de cuatro esporas procedentes de la misma tétrada (T4) 




















Figura 46. Fenotipo de crecimiento de los derivados de esporulación obtenidos de los híbridos 
eM2b x fap1Δ y eM2b x fpr1Δ. Goteos en medio completo YPD en presencia de geneticina      
(200 mg/L) o rapamicina (100 nM). Para cada cruce se analizaron 7 tétradas diferentes, cuya 
segregación se muestra en cada figura debajo del cruce realizado. Las esporas procedentes de 
la misma tétrada se indican con el mismo número y diferente letra. Se muestra un ejemplo de 
cada segregación obtenida. Las tétradas se indican con la letra T seguida del número de la 
tétrada analizada y las letras indican la espora (a, b, c o d). 
Los experimentos mostrados han partido de la suposición de que la mutación causante del 
fenotipo de resistencia a rapamicina de las cepas evolucionadas eM2a y eM2b afectan a genes 
cromosómicos pero también puede ser una mutación mitocondrial o debida a priones. Para 
descartar una posible mutación mitocondrial, las cepas M2in, eM2a y eM2b se cultivaron en 
presencia de bromuro de etidio con el objetivo de obtener mutantes petite que presentasen la 
mitocondria dañada y, por tanto, no pudiesen crecer en fuentes de carbono no fermentables, 
como el glicerol. Si los cambios producidos en las cepas evolucionadas fueran como 
consecuencia de una mutación en el DNA mitocondrial, la mayor tolerancia a rapamicina 
debería revertirse. En la Figura 47 se muestran los goteos realizados con los mutantes petite de 
las cepas procedentes de la evolución dirigida. La imposibilidad de crecer en medio con glicerol 
como única fuente de carbono confirma que son mutantes petite (panel A). El fenotipo es 
menos acusado en presencia de sacarosa como fuente de carbono. En el panel C se sigue 
observando la mayor tolerancia frente a rapamicina de las cepas evolucionadas. Las colonias 
petite presentan el mismo fenotipo frente a rapamicina que las cepas evolucionadas indicando 
que la elevada tolerancia frente a rapamicina de las cepas evolucionadas no se debe a una 
mutación mitocondrial.  
Resultados y Discusión Capítulo 1 
115 
Figura 47. Efecto en el crecimiento de las cepas evolucionadas frente a rapamicina tratadas con 
bromuro de etidio (color rojo) (10 μg/mL) en diversos medios. Se analizan dos colonias de M2in, 
eM2a y eM2b. Goteos en medio no fermentable YPGlicerol (YPGli) (A) y en medio con fuente de 
carbono YPSacarosa (YPSac) (B) en presencia de glucosamina (GlcN, 0.05 %) o 2-desoxiglucosa 
(2DG, 200 μg/mL). Goteos de las colonias analizadas en los panels anteriores en medio 
completo YPD en presencia de rapamicina (100 nM) (C). Col: colonia.   
Descartada una posible mutación en el genoma mitocondrial, se planteó la posibilidad de 
que la tolerancia a rapamicina de las cepas evolucionadas fuera como consecuencia de un 
prión. En hongos hay una gran diversidad de priones que pueden explicar multitud de 
fenotipos como consecuencia de su propagación. Por ejemplo, el prion [GAR+] (resistant to 
Glucose-Associated Repression) permite utilizar otras fuentes de carbono en presencia de 
glucosa por lo que las cepas que los presentan son resistentes a 2-desoxiglucosa. Aunque 
inicialmente se pensó que los priones eran un fenotipo procedente del cultivo de laboratorio, 
Halfmann et al., (2012) demostraron que las cepas silvestres también presentan priones que 
les permiten adaptarse a las condiciones ambientales cambiantes. Dado que la mayoría de los 
priones son proteínas mal plegadas de tipo amieloide, con capacidad de autopropagación de la 
estructura alterada, el tratamiento con cloruro de guanidinio a bajas concentraciones permite 
eliminar los priones como consecuencia de su actividad desnaturalizante (Eaglestone et al., 
2002; Ferreira et al., 2001). Para discernir si la tolerancia a rapamicina adquirida de las cepas 
evolucionadas en presencia de dicho compuesto era como consecuencia de un prion se 
cultivaron en presencia de cloruro de guanidinio varias generaciones y se analizaron dos 
colonias curadas de priones de cada una de las cepas evolucionadas y también de la cepa 
M2in. Los resultados del análisis de crecimiento mediante goteos en diferentes medios y 
condiciones se muestran en la Figura 48. El análisis se realizó en medio con glicerol como única 
fuente de carbono alternativa y también en presencia de análogos estructurales de la glucosa 
(glucosamina GlcN, y 2-desoxiglucosa, 2DG) para determinar si la identidad del prión era 
[GAR+], el cual desreprime la represión por glucosa permitiendo crecer en una fuente de 
carbono alternativa como es el glicerol incluso en presencia de glucosa. La sacarosa disminuye 
el efecto producido por los análogos de la glucosa, panel B. Se comprobó la tolerancia frente a 
rapamicina para determinar si permanecía tras el tratamiento, panel C. 
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Figura 48. Efecto del crecimiento de las cepas evolucionadas frente a rapamicina junto con 
M2in tratadas con cloruro de guanidio (GdnCl) (color rojo). Los goteos se realizaron en 
presencia de glucosamina (GlcN, 0.05 %) o 2-desoxiglucosa (2DG, 200 μg/mL) en medio YPGli 
(A) o medio YPSac (B). Goteos realizados en medio completo YPD en presencia de rapamicina 
(100 nM) (C). Col: colonias.
En el panel A y B de la Figura 48 puede observarse que el tratamiento con GdnCl no 
modifica el fenotipo de las cepas evolucionadas ni de la cepa M2in. Ambas colonias analizadas 
presentan la misma tolerancia a rapamicina que sus cepas parentales, indicando que la 
presencia de priones no puede explicar el fenotipo observado de las cepas evolucionadas en 
presencia de rapamicina. La elevada tolerancia a rapamicina de las cepas evolucionadas no se 
debe a un prión amieloide. 
En la Figura 49 se muestra un resumen de los rasgos en común y las diferencias entre las 
dos réplicas de las cepas evolucionadas eM2a y eM2b. En ambas réplicas, las mutaciones 
producidas se encuentran en el DNA genómico posiblemente, son homocigotas y dominantes. 
Los goteos en placa han podido determinar que para eM2a las mutaciones deben haberse 
producido en varios genes, no pudiendo descartar la implicación de FAP1 o FPR1; mientras que 
para eM2b la mutación es monogénica y no se debe a los genes FAP1 y FPR1. Li et al.,(2019) 
también realizaron una evolución dirigida frente a rapamicina pero en placas de YPD donde la 
mayor parte de aislados analizados presentaban mutaciones en TOR1  y FPR1 que causaban la 
mayor tolerancia a rapamicina.  








Figura 49. Bases genéticas de las mutaciones producidas como consecuencia del crecimiento 
reiterado en rapamicina de la cepa vínica M2.  
La evolución dirigida de la cepa M2 en presencia de rapamicina se planteó inicialmente, no 
para obtener una cepa más tolerante a rapamicina, sino con el objetivo principal de conseguir 
fenotipos de interés en vinificación derivados de potenciales efectos sobre la regulación de la 
ruta TOR. Los análisis realizados a lo largo de las distintas generaciones junto con las diferentes 
colonias analizadas transcurridas las 200 generaciones totales del experimento indican que la 
metodología realizada durante la evolución dirigida es adecuada puesto que se ha aumentado 
la resistencia a rapamicina, si bien es cierto que la tolerancia a rapamicina ya se observaba a 
las 50 generaciones, indicando que el número de generaciones transcurridas podría haberse 
disminuido.  
Aunque la secuenciación del genoma hubiera proporcionado más información relacionada 
con las mutaciones producidas como consecuencia del crecimiento reiterado en presencia de 
rapamicina, el análisis fenotípico de derivados de esporulación sigue siendo una herramienta 
muy útil para discernir las bases genéticas de las mutaciones. Además, se ha podido 
determinar que, aunque las condiciones eran idénticas para las cepas eM2a y eM2b, ambas no 
han evolucionado de la misma manera, a pesar de presentar el mismo fenotipo. La adaptación 
diferente al crecimiento en presencia de rapamicina demuestra la plasticidad que presentan 
las cepas vínicas para adaptarse a condiciones adversas.  
3.2. Evolución dirigida de la cepa EC1118 en presencia de 2-desoxiglucosa 
3.2.1. Selección de la cepa EC1118 
Una vez analizadas las cepas obtenidas por evolución dirigida frente a rapamicina, se 
planteó la realización de otro experimento de evolución dirigida en presencia de un inhibidor 
químico cuya diana sea una ruta distinta. Tal como se ha comentado en el apartado 1.3 de este 
capítulo, de las cuatro cepas de referencia (CSM, M2, DV10 y EC1118) existen dos grupos de 
cepas vínicas cuyo fenotipo es muy similar, CSM/M2 y EC1118/DV10. Como ya se había 
realizado una evolución con la cepa M2, más sensible a rapamicina, se propuso realizar la 
evolución dirigida con una de las cepas del otro grupo, EC1118 o DV10, que son más sensibles 
a 2-desoxiglucosa (Figura 50 panel A). En este caso, el objetivo de la evolución era obtener 
cepas desreprimidas para el uso de fuentes de carbono alternativas a la glucosa que serían 
capaces de utilizar más eficientemente otros hidratos de carbono mientras que la producción 
de etanol podría verse disminuida debido a una mayor respiración obteniéndose vinos con 
menos contenido alcohólico. La selección de 2DG frente a la glucosamina reside en que la 2DG 
puede ser fosforilada, paso esencial para la señalización de glucosa, con lo podría identificar 
alteraciones potenciales en una mayor porción de la ruta de señalización por fuente de 
carbono.  
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Se analizó la tolerancia frente a la 2DG mediante estudios de crecimiento por goteos en 
placa y curvas de crecimiento en medio YPSacarosa de las cinco cepas vínicas seleccionadas 
inicialmente. Los resultados se muestran en la Figura 50. En el panel A puede observarse la 
menor tolerancia frente a cualquier concentración de 2DG de la cepa de laboratorio BQS252 
respecto de las cepas vínicas analizadas, dejando patente la gran diferencia entre estos dos 
grupos de cepas. La concordancia de fenotipos entre la cepa CSM y M2 y, por otro lado, 
EC1118 y DV10 vuelve a mostrarse frente a 2DG. En este caso, las cepas vínicas CSM y M2 son 
más resistentes a 2DG que las cepas EC1118 y DV10. En el panel B de la misma figura se 
muestra la D. O.600 alcanzada para cada una de las cepas tras un crecimiento en líquido en los 
medios indicados, donde se observa que incluso la concentración más baja analizada de 2DG    
(40 μg/mL) causa un crecimiento menor, particularmente en EC1118 y DV10. Tanto en los 
experimentos de los goteos como en las curvas de crecimiento se muestra que la 
concentración de 200 μg/mL de 2DG provoca un déficit de crecimiento muy elevado por lo que 
se descartó dicha concentración para realizar la evolución dirigida y se seleccionó la 
concentración de 100 μg/mL. Al ser la cepa EC1118 una de las más sensibles a 2DG tanto en 
placa como en medio líquido, se escogió para el nuevo experimento de evolución dirigida en 





Figura 50. Efecto de la 2-desoxiglucosa en el crecimiento analizado mediante goteos o en medio 
líquido en YPsacarosa (YPSac) de diferentes cepas vínicas (rojo) y la cepa de laboratorio BQS252 
(azul). Goteos en medio completo YPD y medio YPSac de diferentes cepas vínicas en presencia 
de 2DG a diferentes concentraciones (A). Se muestran las medias de los valores finales de la 
D.O.600 alcanzados después de 24 horas de crecimiento y su desviación típica en medio YPSac en 
presencia de diversas concentraciones de 2DG (B). Se indica con asteriscos las diferencias 
estadísticamente significativas de las medias (* P-valor ≤ 0.05; ** P-valor ≤ 0.01; *** P-valor ≤ 
0.005). Azul: cepa de laboratorio. Rojo: cepas vínicas. 
La evolución dirigida de la cepa EC1118 en presencia de 2DG se realizó en medio YPSac, 
que presenta sacarosa como fuente de carbono, que permite la discriminación de la 
sensibilidad a 2DG, promoviendo un crecimiento mayor que otras fuentes no fermentables 
como el glicerol.  
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3.2.2. Seguimiento de la evolución dirigida 
Inicialmente se utilizó una única colonia de EC1118 (EC1118in) para inocular dos matraces 
con 25 mL de medio YPSac con 2DG. Se realizaron dos experimentos en paralelo de evolución 
dirigida nombrados como eEC1118a y eEC1118b. Los pases se realizaron cada 48 horas 
inoculando el nuevo medio a una D.O.600 de 0.1. La determinación del número de generaciones 
se realizó a partir de los datos obtenidos de la D.O.600 de cada uno de los pases realizados, 
datos que se muestran en la Figura 51. Igual que con la evolución dirigida de la cepa M2 frente 
a rapamicina, la comprobación de contaminaciones se realizó mediante observación bajo el 
microscopio óptico (datos no mostrados) y por siembra en medio YPSac más 2DG. Conforme la 
evolución dirigida avanzaba, el tamaño de las colonias obtenidas después de cada siembra iba 
en aumento indicando la adquisición de una mayor tolerancia al compuesto. A diferencia de lo 
observado en la evolución dirigida de la cepa M2 en presencia de rapamicina, en la que se 
produjo un salto en el número de generaciones en los primeros pases, en esta evolución 
dirigida el número de generaciones producidas en cada pase va aumentando progresivamente, 




Figura 51. Seguimiento de la evolución dirigida de la cepa EC1118 en medio YPSacarosa en 
presencia de 2DG. Generaciones obtenidas en cada uno de los pases realizados durante la 
evolución dirigida tanto de la réplica a como de la réplica b (A). Generaciones acumuladas a lo 
largo de la evolución dirigida (B).  
3.2.3. Análisis de las distintas generaciones obtenidas durante la evolución 
dirigida frente a 2DG 
Durante la evolución dirigida se recogieron muestras transcurridas 50, 100, 150 y 200 
generaciones y se analizaron mediante goteos en placa frente a diversos inhibidores químicos, 
Figura 52. En el panel A se muestra tanto eEC1118a como eEC1118b a distintas generaciones 
en medio competo YPD en presencia de cafeína, MSX y rapamicina y frente a YPGal. Se 
analizaron frente a dichos inhibidores para poder discernir la ruta metabólica implicada en la 
mayor tolerancia frente a la 2DG; así como la galactosa para conocer si el uso de fuentes de 
carbono alternativas se había modificado. No hay variación en cuanto a la sensibilidad a 
cafeína y MSX, ni tampoco frente a rapamicina o durante el crecimiento en galactosa para la 
colonia eEC1118a. Sin embargo, las colonias analizadas procedentes de eEC1118b parecen 
tener una sensibilidad ligeramente mayor frente a rapamicina y un menor crecimiento en 
presencia de galactosa como única fuente de carbono, lo cual va en contra de lo esperado. En 
los paneles B y C, se muestra el fenotipo de las cepas evolucionadas frente a los análogos de la 
glucosa 2DG y GlcN. En presencia de glicerol (panel B), la cepa eEC1118b presenta un defecto 
de crecimiento en glicerol desde las 50 generaciones, similar a lo observado en galactosa. El 
efecto de la GlcN es muy drástico en estas condiciones y no se aprecian diferencias. En cuanto 
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al uso de la 2DG, se observa un salto en la tolerancia frente a dicho compuesto a                    
100 generaciones en la réplica a de la evolución, mientras que en la réplica b se hace más 
patente a las 200 generaciones. Curiosamente el efecto en sacarosa (panel C), medio donde se 
ha realizado la evolución, el aumento de la tolerancia es más sutil. En la réplica a de la 
evolución dirigida la mejora es apenas perceptible; mientras que para la réplica b se observa 













Figura 52. Efecto de la evolución dirigida frente a 2-desoxiglucosa en las diferentes 
generaciones obtenidas frente a diversos inhibidores químicos. Goteos realizados en medio 
completo YPD con cafeína (10 mM), MSX (1mM) y rapamicina (100 nM) y en medio YPGal (A). 
Goteos realizados en medio YPGli (B) o YPSac (C) en presencia de los análogos estructurales de 
la glucosa 2-desoxiglucosa (2DG, 100 μg/mL) y glucosamina (GlcN, 0.05 %). En todos los paneles 
se han analizado las cepas evolucionadas frente a 2DG a 50, 100, 150 y 200 generaciones de 
eEC1118a y eEC1118b.  
3.2.4. Análisis de las distintas colonias obtenidas de las cepas evolucionadas 
frente a 2DG durante 200 generaciones  
Transcurridas 200 generaciones, se seleccionaron 3 colonias de cada una de las réplicas de 
la evolución dirigida con el objetivo de seleccionar aquellas cepas evolucionadas con fenotipos 
de interés derivados de su resistencia a 2DG. Se realizaron goteos tanto en medio completo 
YPD como en medio YPGli e YPSac, Figura 53. No se observan diferencias de crecimiento entre 
las diferentes colonias analizadas frente a cafeína o MSX pero sí frente a rapamicina y 
galactosa. La colonia 2 de eEC1118b es más resistente a rapamicina pero su crecimiento se ve 
afectado en presencia de galactosa. Tampoco se observan diferencias de crecimiento entre las 
diferentes colonias analizadas en presencia de 2DG o glucosamina independientemente del 
medio utilizado YPGli o YPSac. La mayor tolerancia a 2DG de todas las cepas evolucionadas 
respecto a la cepa parental EC1118in sugiere que el crecimiento reiterativo en presencia de 
2DG ha producido un cambio en las cepas evolucionadas. Sin embargo, las cepas 
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evolucionadas son igual de resistentes a glucosamina que la cepa parental, siendo la 
glucosamina y la 2DG ambos análogos estructurales. Por lo tanto, los cambios producidos 
deben ser específicos para 2DG. La colonia 2 de eEC1118b presenta un crecimiento menor en 

















Figura 53. Análisis de crecimiento de las distintas colonias aisladas de las cepas evolucionadas 
eEC1118a y eEC1118 a 200 generaciones. Goteos realizados en medio completo YPD con 
cafeína (10 mM), MSX (1mM) y rapamicina (100 nM) y en medio YPGal (A). Goteos realizados en 
medio YPGli (B) o YPSac (C), en presencia de los análogos estructurales de la glucosa 2DG       
(100 μg/mL) y glucosamina (GlcN, 0.05 %). En todos los paneles se han analizado tres colonias 
procedentes de las cepas evolucionadas a 200 generaciones eEC1118a y eEC1118b.  
Para corroborar que el mayor crecimiento en presencia de 2DG también se producía en 
medio líquido se realizaron curvas de crecimiento con EC1118in, eEC1118a (colonia 1) y 
eEC1118b (colonia 2) y se determinó la velocidad de crecimiento máxima obtenida, cuyos 
resultados se muestran en la Figura 54. Las cepas evolucionadas presentan un crecimiento 
mayor estadísticamente significativo en presencia de 2DG indicando su mayor tolerancia al 
compuesto. No existen diferencias significativas ni en presencia de glucosamina ni en el 
crecimiento en YPSacarosa como fuente de carbono. Estos resultados vuelven a dejar patente 
que los cambios producidos como consecuencia del crecimiento reiterativo en presencia de 
2DG son específicos para 2DG y no para la glucosamina.  
 
 










Figura 54. Análisis de las cepas evolucionadas en presencia de 2DG a 200 generaciones. 
Velocidad de crecimiento máxima procedente del crecimiento de las cepas evolucionadas en 
presencia de 2DG transcurridas 200 generaciones en medio completo YPD e YPSac más             
2-desoxiglucosa (2DG, 100 μg/mL) o glucosamina (GlcN, 0.05 %). El análisis estadístico se realiza 
respecto a la cepa EC1118in en cada medio analizado. Los experimentos se realizaron por 
triplicado. Se muestran valores medios y sus desviaciones típicas. Se indica con asteriscos las 
diferencias estadísticamente significativas de las medias (* P-valor ≤ 0.05; ** P-valor ≤ 0.01;  
*** P-valor ≤ 0.005).  
3.2.5. Efecto de la adaptación frente a 2DG en condiciones de vinificación  
Igual que para la evolución frente a rapamicina previamente descrita, se procedió a 
estudiar las bases genéticas de la mayor tolerancia a 2DG, para lo que se llevaron a cabo 
experimentos de esporulación y análisis de los derivados tanto con la cepa EC1118in como las 
cepas evolucionadas eEC1118a y eEC1118b. Únicamente el 2.5 % de las tétradas analizadas 
procedentes de un misma asca tanto de la cepa eEC1118in como de la cepa eEC1118b dieron 
lugar a cuatro esporas viables mientras que no se obtuvo ninguna para la cepa eEC1118a. La 
baja viabilidad de las cuatro esporas procedentes de una misma asca dificultó la determinación 
de las bases genéticas de los cambios producidos durante la evolución. La baja viabilidad de las 
esporas procedentes de cepas vínicas ya ha sido previamente descrita (Johnston et al., 2000).  
Como consecuencia, se optó por analizar el fenotipo de las esporas que sí fueron viables, 
mostrándose los resultados en la Figura 55. Las esporas procedentes de la cepa inicial 
eEC1118in son sensibles a 2DG y a glucosamina, mientras que las cepas evolucionadas son más 
tolerantes únicamente a 2DG. En la evolución dirigida de la cepa M2, todas las esporas 
analizadas fueron más tolerantes a rapamicina (Figura 42). Sin embargo, en los derivados de 
esporulación procedentes de eEC1118a y eEC1118b se observa una cierta gradación en la 
tolerancia al compuesto sugiriendo que, en el caso de que se trate de mutación genómica, ésta 
no es homocigota. Las esporas T6a (eEC1118b) y T10c (eEC1118a) dan derivados con una 
tolerancia mayor y menor, respectivamente, a 2DG en presencia de glicerol mientras que la 
espora T3b presenta una tolerancia intermedia. La espora 8b procedente de eEC1118a (a8B) y 
la espora T7a procedente de eEC1118b (b7A) son más resistentes a 2DG en presencia de 
glicerol como única fuente de carbono por lo que se analizaron en cultivo líquido en medios de 
laboratorio (Figura 56) y en condiciones de vinificación (Figura 57). El interés de la evolución 
dirigida es obtener cepas que presentasen fenotipos de interés en condiciones de vinificación 
por lo que se seleccionaron aquellas esporas (T8b y T7a) que eran más resistentes a 2DG y 
ligeramente a glucosamina.  












Figura 55. Análisis de crecimiento mediante goteos en placas en presencia de glicerol como 
fuente de carbono, y en presencia o no de 2DG y GlcN, de las cepas evolucionadas en presencia 
de 2DG transcurridas 50, 100, 150 y 200 generaciones (G) junto con las esporas procedentes de 
eEC1118in, eEC1118a y eEC1118b. Las esporas procedentes de la misma tétrada se indican con 
el mismo número y diferente letra. En rojo se muestras las esporas seleccionadas para análisis 
posteriores. 2DG: 2-desoxiglucosa (100 μg/mL); GlcN: glucosamina (0.05 %).  
En la Figura 56 se muestra el crecimiento en YPD (panel A) y en YPSac (panel B), de las 
esporas a8B, b7A y de sus respectivos parentales transcurridas 200 generaciones (eEC1118a y 
eEC1118b). También se realizó el crecimiento en placa multipocillo en medio YPGli; sin 
embargo, el crecimiento fue muy pobre como para obtener parámetros cinéticos (datos no 
mostrados). Las cepas evolucionadas presentan una velocidad de crecimiento menor que la 
cepa EC1118in en medio YPD, observándose que la espora b7A es la que alcanza una D.O.600 
menor. En presencia de sacarosa como fuente de carbono (panel B) las cinéticas de 
crecimiento varían respecto del crecimiento en presencia de glucosa (panel A). En este caso, la 
cepa eEC1118b presenta una cinética muy similar a la cepa inicial EC1118in mientras que las 
demás cepas analizadas (eEC1118a, a8B y b7A) presentan fases de latencia y exponencial muy 
similares. La espora a8B presenta un crecimiento menor que su parental eEC1118a, cuya 










Figura 56. Análisis fenotípico de las cepas evolucionadas eEC1118a y eEC1118b y de las esporas 
a8B y b7A., Curvas de crecimiento en medio completo YPD (A) y medio YPSac (B).  
Se realizó una vinificación en mosto Bobal ya que las condiciones de crecimiento en 
vinificación difieren completamente de las de laboratorio. La vinificación se llevó a cabo con la 
cepa EC1118in, las cepas evolucionadas eEC1118a y eEC1118b a 200 generaciones y las cepas 
obtenidas del proceso de esporulación a8B y b7A. La vinificación se siguió mediante recuento 
en placa, consumo de azúcares reductores y cuantificación del etanol al final de la 







Figura 57. Comportamiento de las cepas evolucionadas en presencia de 2-desoxiglucosa en 
condiciones de vinificación en mosto natural Bobal. Crecimiento durante el proceso de 
fermentación medido como u.f.c./mL (A). Cinética de consumo de azúcares reductores durante 
el proceso de fermentación (B). Concentración de etanol al finalizar la fermentación alcohólica 
(C). Se muestran valores medios y sus desviaciones típicas. Los experimentos se realizaron por 
triplicado. Se analizan las cepas eEC1118a y eEC1118b junto con las esporas 8B procedente de 
eEC1118 (a8B) y la espora 7A de eEC1118b (b7A).   
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El mosto presenta como fuente de carbono principalmente glucosa y fructosa en 
cantidades equimolares. Tal y como se ha observado en los paneles anteriores ni en medio 
YPD (glucosa) ni en YPSac (sacarosa) se observan diferencias de crecimiento en las cepas 
evolucionadas indicando que el consumo de estas fuentes de carbono no se ha visto 
comprometido durante la evolución dirigida frente a 2DG. Consistentemente, no se observan 
diferencias en el consumo de azúcares reductores ni en la producción de etanol, mostrados en 
los paneles B y C de la Figura 57. 
Lane et al., (2018) también realizaron una evolución dirigida en presencia de 2DG y xilosa 
con el objetivo de que las cepas evolucionadas fueran capaces de consumir simultáneamente 
la glucosa y la xilosa. La capacidad de consumir ambos azúcares que se obtuvo en dicho 
experimento no residió en una mutación en los transportadores de hexosas sino en un flujo 
reducido de la glucosa mediante mutaciones en la hexoquinasa (HXK1/2) y glucoquinasa 
(GLK1). Ambas enzimas están implicadas en el proceso de fosforilación de la glucosa, paso 
esencial para disparar el consumo de glucosa vía glucólisis. En concordancia con estos 
resultados, se encuentra el estudio realizado por Ralser et al., (2008) donde la mayor 
tolerancia a 2DG se consiguió mediante el desvío de las fuentes de carbono vía ruta de los 
fosfatos de pentosa. Sin embargo, el mutante de deleción en la glucosa-6P-deshidrogenasa, 
enzima implicada en el primer paso de la ruta de los fosfatos de pentosa, es más resistente a la 
2DG. Por otra parte, McCartney et al., (2014) demostraron que la 2DG induce la activación de 
Snf1p en presencia de glucosa como fuente de carbono pero no induce la activación de Mig1p, 
uno de los sustratos más estudiados de Snf1p. Estos resultados indican que la tolerancia a 2DG 
no suele deberse a mutaciones en genes implicados en su captación sino en la regulación de 
los destinos metabólicos de la glucosa. Una posible alternativa sería realizar una evolución 
dirigida únicamente en presencia de una fuente de carbono diferente a la glucosa, como el 
glicerol o la galactosa. Sin embargo, el problema de estas fuentes de carbono es que no 
soportan un buen crecimiento de las cepas por lo que el número de divisiones y, por tanto, de 
generaciones transcurridas sería muy bajo.  
La principal ventaja de las cepas obtenidas mediante evolución dirigida dentro de la Unión 
Europea es que no son considerados organismos modificados genéticamente por lo que 
podrían aplicarse a nivel industrial. Sin embargo, en ambas evoluciones dirigidas se ha podido 
determinar que, aunque se ha realizado el mismo experimento, ambas réplicas han 
evolucionado de manera diferente a pesar de presentar la misma presión selectiva. Al tratarse 
de evoluciones dirigidas realizadas frente a dos inhibidores químicos cabe la posibilidad de que 
el aumento de la tolerancia se deba a mutaciones específicas que impidan su modo de acción 
o bien a mecanismos de expulsión fuera de la célula. Aunque el resultado final de las réplicas 
obtenidas es el mismo (aumento de la tolerancia), las diferentes formas de alcanzar dicha 
tolerancia o resistencia son de gran interés puesto que aumentan la variabilidad de la 
respuesta al inhibidor introducido. Lamentablemente eso no se ha relacionado con la mejora 
significativa de eficiencia de estas levaduras a la hora de llevar a cabo la fermentación vínica, 
aunque tampoco suponen en la mayoría de los casos un menoscabo tecnológico. Algunas 
cepas más tolerantes a rapamicina presentan una mayor longevidad cronológica durante la 
vinificación o una fase de latencia reducida en agitación, mientras que algunas evolucionadas 
frente a 2DG alcanzan mayor densidad final en sacarosa, lo que podría ser interesante en 
condiciones de producción de biomasa en melaza. Estas pequeñas ventajas podrían ser 
utilizadas para mejorar cepas no comerciales deficientes en estos aspectos. Los resultados de 
ambas evoluciones dirigidas dejan patente la necesidad de ampliar el conocimiento sobre las 
rutas de señalización de nutrientes pero, sobre todo, en la coordinación entre todas ellas en 
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función de los estímulos presentes. Es interesante que en la evolución en presencia de 
rapamicina se altere la sensibilidad a 2DG (Figura 34 panel B), mientras que la evolución en 
presencia de 2DG altere, en algunos casos, la sensibilidad a rapamicina (Figura 52 panel A), lo 
que indica lo muy imbrincadas que están las rutas. Este conocimiento permitirá realizar 
evoluciones dirigidas más centradas en modificar la regulación de los estímulos que en la 
modificación de genes específicos.  
4. Estudio de la actividad de las rutas de señalización de 
nutrientes en cepas vínicas mediante análisis del estado de 
fosforilación de sus dianas 
La fermentación alcohólica del vino es un proceso tipo batch y como tal los nutrientes se 
consumen a lo largo del tiempo y los productos tóxicos se acumulan. Además, el mosto 
presenta un desequilibrio en la disponibilidad de azúcares y de fuentes de nitrógeno por lo que 
el estudio de las rutas de señalización de nutrientes es de gran interés para conocer cómo 
responde S. cerevisiae a dicho desequilibrio. Experimentos de tolerancia frente inhibidores 
químicos previamente expuestos muestran que uno de los rasgos fenotípicos diferenciales más 
claros entre las cepas vínicas y las cepas de laboratorio es la tolerancia a rapamicina (Figura 14 
panel A y Figura 30 panel A) y 2-desoxiglucosa (Figura 16, panel A). Mientras que las cepas 
vínicas son más resistentes tanto a rapamicina como a 2-desoxiglucosa, el crecimiento de las 
cepas de laboratorio en presencia de dichos inhibidores es muy reducido. Estos resultados 
sugieren que las cepas vínicas responden de manera diferente a los nutrientes presentes en el 
medio. Como consecuencia, conocer el estado de activación de las rutas de señalización de 
nutrientes puede proporcionar información sobre las diferencias observadas entre cepas 
vínicas y cepas de laboratorio, pero principalmente indicará qué ruta es relevante en cada 
etapa de la vinificación.  
La fosforilación es un proceso postraduccional de gran importancia biológica puesto que 
prácticamente todos los procesos celulares y rutas de señalización están controladas 
parcialmente mediante procesos de fosforilación y desfosforilación de proteínas. El estado de 
fosforilación y, como consecuencia, de actividad de las proteínas diana que forman parte de la 
ruta, vendrá determinado por la acción de las quinasas y de las fosfatasas. Por lo tanto, 
estudiando el estado de fosforilación de las proteínas dianas se puede discernir el estado de 
activación de la ruta de señalización de nutrientes. El estudio de la actividad de las rutas de 
señalización de nutrientes mediante el análisis del estado de fosforilación de las proteínas 
diana que forman parte de dichas rutas permitirá ampliar el conocimiento sobre cómo              
S. cerevisiae es capaz de coordinar las diferentes rutas para responder específicamente a las 
condiciones ambientales, ya sean condiciones de laboratorio o condiciones de fermentación 
alcohólica. Además, la posibilidad de realizar dicho estudio en ambas condiciones permite 
observar diferentes respuestas entre las cepas vínicas y las cepas de laboratorio en función del 
medio de crecimiento.  
4.1. Análisis de las rutas de señalización en condiciones de laboratorio 
Las condiciones de laboratorio difieren completamente de las producidas durante la 
fermentación alcohólica del mosto. En el apartado 4 de la Introducción se indicaron las 
diferencias observadas entre los principales nutrientes presentes tanto en condiciones de 
laboratorio como en condiciones de fermentación industrial. Inicialmente, las condiciones de 
laboratorio están diseñadas para obtener una buena propagación y crecimiento de la levadura 
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por lo que presenta todos los nutrientes necesarios para su crecimiento. Sin embargo, las 
deficiencias de nutrientes o la acumulación de productos tóxicos durante la fermentación del 
mosto propician que el crecimiento de S. cerevisiae difiera por completo del descrito en 
condiciones de laboratorio. No obstante, todas las rutas han sido caracterizadas en relación 
con medios de cultivo definidos por lo que el primer paso es recurrir a dichos medios, con las 
modificaciones requeridas, para detectar la activación o inactivación de cada ruta de 
señalización de nutrientes.  
4.1.1. Estudio de la actividad del complejo TORC1  
4.1.1.1. Análisis de la fosforilación de Rps6p 
Dada la diferencia en la tolerancia a la rapamicina, inhibidor de TORC1, entre las cepas 
vínicas y la de laboratorio, se decidió estudiar la actividad de la ruta TORC1 en condiciones de 
laboratorio a través de la fosforilación de la proteína ribosomal Rps6p en las cepas vínicas 
EC1118 y M2, las dos cepas comerciales con comportamiento más dispar respecto a la 
resistencia a rapamicina, y la cepa de laboratorio BQS252.  
Como se ha comentado en la Introducción (apartado 6.2.1), Rps6p es una proteína 
ribosomal perteneciente a la subunidad 40S que forma parte de las dianas de TORC1  incluidas 
en la rama denominada “síntesis de ribosomas y proteínas” (Figura 5). La fosforilación de 
Rps6p responde a múltiples estímulos, de hecho, Yerlikaya et al., (2016) demostraron que 
Rps6p es fosforilado por la quinasa Ypk3p por acción de TORC1 y TORC2 y defosforilado por la 
fosfatasa Shp1p-Glc7p, implicada también en la defosforilación de Snf1p. Precisamente por 
ello, se estudió si la fosforilación de Rps6p respondía al cambio de fuente de nitrógeno de igual 
forma en las cepas vínicas. Para ello, las células se incubaron en presencia de prolina (fuente 
de nitrógeno pobre) y, en fase exponencial, las células se cambiaron a un medio que contenía 






Figura 58. Análisis de la fosforilación de Rps6p de las cepas cultivadas en medio mínimo SD con 
prolina (0.5 g/L) como fuente de nitrógeno y transferidas posteriormente a un medio con 
(NH4)2SO4 (0.5 g/L) (A) o glutamina (0.5 g/L) (B) como única fuente de nitrógeno. La detección se 
realizó con un anticuerpo que reconoce las S232/S233 fosforiladas de Rps6p. Se utilizó la 
proteína Adh1p como control de carga. Las muestras se recogieron a los tiempos indicados. Se 
ha añadido el uracilo para suplir la auxotrofía de la cepa BQS252. Rps6p-P: fosforilación de 
Rps6p en las S232/233; Rps6p: Rps6p total. Azul: cepa de laboratorio. Rojo; cepas vínicas.  
La adición de amonio induce una clara fosforilación de Rps6p para la cepa de laboratorio 
BQS252 pero la diferencia es mínima para las cepas vínicas EC1118 y M2, donde la fosforilación 
ya está presente en condiciones basales. Es posible que la diferencia radique en que las cepas 
vínicas sean capaces de utilizar mejor la prolina como fuente de nitrógeno. Como consecuencia 
de dicho consumo, son capaces de crecer y, por tanto, la ruta TORC1 se mantiene activa. Por 
otra parte, la inducción de la fosforilación de Rps6p producida por la glutamina es mayor que 
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la inducida por el sulfato de amonio ya que la glutamina es considerada una buena fuente de 
nitrógeno por soportar mejor el crecimiento que el amonio. La inducción se observa en todas 
las cepas aunque la fosforilación basal es mayor en las cepas vínicas. Esos resultados indican 
también unos niveles más elevados de Rps6p total presente en las cepas vínicas, lo que puede 
contribuir a que la forma fosforilada sea también más abundante.  
La fosforilación de Rps6p en prolina (tiempo t0) indica que las cepas vínicas presentan la 
ruta TORC1 más activa (fosforilación basal) que las cepas de laboratorio. Ello podría explicar la 
mayor tolerancia frente a rapamicina. Al presentar TORC1 más activo, la rapamicina no sería 
capaz de inducir su completa inactivación. Sin embargo, estas conclusiones no concuerdan 
pues la cepa M2, la cual presenta el nivel de fosforilación de Rps6p mayor en crecimiento en 
prolina es más sensible a la rapamicina que EC1118.  
A continuación, se comprobó si la fosforilación de Rps6p también respondía al ayuno de 
nitrógeno y a la rapamicina, utilizando en este experimento las cepas vínicas EC1118 y M2 
junto con la cepa de laboratorio BY4743. La selección de la cepa BY4743 como cepa de 
laboratorio control reside en que se trata de una cepa diploide, al igual que las cepas vínicas 
analizadas, y sus cepas parentales (BY4742 o BY4741) se han utilizado para el análisis de la 
fosforilación de Rps6p (González et al., 2015; Yerlikaya et al., 2016). En este experimento, las 
células se cultivaron en medio mínimo SD y cuando alcanzaron la fase exponencial de 
crecimiento se transfirieron a medio SD sin nitrógeno (SD-N2) durante una hora. 
Posteriormente, se volvieron a transferir a medio mínimo SD fresco o bien se realizó un 
tratamiento con rapamicina también en dicho medio. Como puede verse en la Figura 59, 
inicialmente todas las cepas presentan Rps6p fosforilado en medio mínimo, ya que están en 
presencia de amonio. Al eliminar el nitrógeno del medio se observa la defosforilación de Rps6p 
en todas las cepas. Al añadir medio rico en amonio, la fosforilación es alta, pero sin embargo, 
el tratamiento con rapamicina sí que es capaz de inactivar la ruta TORC1. Aunque el ayuno de 
nitrógeno y el tratamiento con rapamicina inhiben la ruta TORC1, las dianas implicadas en la 
respuesta frente a dichas condiciones difiere (Cox et al., 2004; Urban et al., 2007). La 








Figura 59. Análisis de la fosforilación de Rps6p de las cepas cultivadas en medio mínimo SD, 
transferidas durante 1 h a medio SD-N2 y retornadas a medio SD en ausencia o en presencia de 
rapamicina (200 ng/ mL) durante 20 min. La detección se ha realizado utilizando el anticuerpo 
que reconoce las S232/S233 fosforiladas de Rps6p. Rps6p-P: Rps6p fosforilado. Azul: cepa de 
laboratorio. Rojo; cepas vínicas.  
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A continuación se amplió el estudio de la fosforilación de Rps6p en presencia de otros 
inhibidores químicos directos de TORC1, como por ejemplo la cafeína; o bien que lo inhiban 
indirectamente por el ayuno de ciertos aminoácidos como la L-metionina sulfoximina. También 
se ensayó en presencia de otros inhibidores con mecanismos similares al MSX como el GA, el 
aminotriazol o el SM. Los resultados de estos análisis de fosforilación de Rps6p se muestran en 
la Figura 60.  
Tanto en el panel A como en el panel B de la Figura 60 se observa que la cafeína inhibe por 
completo la fosforilación de Rps6p en todas las cepas ensayadas, tres vínicas (rojo) y tres de 
laboratorio (azul). Sin embargo, la respuesta en presencia de rapamicina es diferente. Mientras 
que las cepas vínicas (C9, EC1118 y M2) presentan una banda clara de la proteína Rps6p 
fosforilada, la intensidad de dicha banda en presencia de rapamicina en las cepas de 
laboratorio es menor e incluso nula en la cepa CEN.PK. El MSX inhibe la glutamina sintetasa y, 
como consecuencia, causa un ayuno de glutamina, principal donador de grupos amino. En el 
panel A se muestra que el MSX no causa la defosforilación de Rps6p y, por tanto, se puede 
deducir que la ruta TORC1 está todavía activa respecto a esa rama, lo cual puede explicarse 
por la necesidad de adición al medio de los aminoácidos requeridos para suplir las auxotrofías 
de las cepas de laboratorio. En cepas vínicas la desfosforilación es también incompleta, por lo 
que el efecto de la inhibición de TORC1 es parcial. 
Las diferencias de fosforilación de Rps6p también se hacen patente en presencia de otros 
inhibidores químicos, como aminotriazol, sulfometuronmetil y glufosinato de amonio, 
ensayados esta vez en un conjunto más limitado de cepas (Figura 60 panel B). Estos tres 
compuestos inhiben distintos puntos de la síntesis de diversos aminoácidos. El AT inhibe la 
síntesis de histidina, el SM la síntesis de aminoácidos de cadena ramificada y el GA la 
glutamina sintetasa causando un ayuno de glutamina, de manera similar al MSX. Los 
resultados sugieren que el AT y el SM no afectan a la fosforilación de Rps6p y el GA 
únicamente en la cepa de laboratorio. Las diferencias observadas en la fosforilación de Rps6p 
frente a compuestos que inhiben la síntesis de determinados aminoácidos o el complejo 
TORC1 de forma directa sugieren que una mayor fosforilación podría estar relacionada con un 
mayor crecimiento. Sin embargo, Yerlikaya et al., (2016) concluyeron que cual sea la función 
de la fosforilación de Rps6p, no está relacionado con la traducción de mRNAs. Por otra parte, 
el hecho de observar el mismo fenotipo de respuesta frente a la mayoría de los inhibidores 
analizados entre diferentes cepas de laboratorio y cepas vínicas sugiere que la respuesta no es 
dependiente de cepa y es un mecanismo general que opera de manera similar en todas las 
cepas de levadura analizadas.   
Respecto al MSX, cuando únicamente se añade uracilo en el medio de cultivo ya que la 
cepa BQS252 solo presenta esa auxotrofía (Figura 60 panel B), su fenotipo cambia respecto al 
observado en la Figura 60 (panel A), donde están presentes los requerimientos para suplir las 
auxotrofías de BY4743. En presencia únicamente de uracilo, no se observa fosforilación de 
Rps6p en presencia de MSX, indicando la inhibición total de TORC1. Esta diferencia en la 
respuesta frente a MSX se debe a la presencia de aminoácidos adicionados al medio de cultivo 
de los experimentos descritos en el panel A de la Figura 60 para posibilitar el crecimiento del 
resto de las cepas de laboratorio, que presentan además auxotrofías para aminoácidos. Al 
añadir el MSX pero haber metionina, leucina e histidina disponibles, o bien la cepa BQS252 es 
capaz de hacer frente a la inhibición de la glutamina sintetasa utilizando los grupos amino 
procedentes de los aminoácidos presentes en el medio o bien los aminóacidos presentes 
alteran la señalización al complejo TORC1 modificando su actividad; sin embargo, en presencia 
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de amonio como única fuente de nitrógeno, la ruta TORC1 se encuentra inhibida, Figura 58. El 
fenotipo de las cepas vínicas en ambos experimentos es el mismo; el MSX no inhibe el 
complejo TORC1 ya que se sigue observando fosforilación de Rps6p. La fosforilación de Rps6p 







Figura 60. Análisis de la fosforilación de Rps6p. Las células en fase exponencial cultivadas en 
medio mínimo SD se recogieron como control; el resto fueron tratadas durante 30 minutos con 
cafeína (20 mM), L-metionina sulfoximina (MSX, 2 mM), rapamicina (200 ng/mL), aminotriazol 
(AT, 10 mM), sulfometuronmetil (SM, 1 mg/mL) o glufosinato de amonio (GA, 10 mg/mL) 
durante 30 minutos (A) El medio fue suplementado con uracilo (20 mg/L), metionina (20 mg/L), 
leucina (100 mg/L) e histidina (20 mg/L) para suplir las auxotrofías de las cepas de laboratorio 
(B) El medio fue suplementado con uracilo (20 mg/L) para suplir la auxotrofía de la cepa 
BQS252. Rps6-P: rps6p fosforilado. Rps6p: Rps6p total. Azul: cepas de laboratorio. Rojo: cepas 
vínicas.  
En todo caso, la fosforilación de Rps6p es un buen indicador del estado de activación de 
TORC1 ya que responde, en el caso de las cepas de laboratorio, tanto al ayuno de nitrógeno 
como a la rapamicina y cafeína. El hecho de que las cepas vínicas presenten un fenotipo 
diferente frente a rapamicina, MSX, AT, SM y GA sugiere que la mayor tolerancia a dichos 
compuestos sea como consecuencia de una inactivación parcial de la ruta TORC1 ya que Rps6p 
sigue fosforilado, aunque se observa un menor crecimiento.  
Se ha mostrado que las cepas vínicas, más tolerantes a la rapamicina, presentan Rps6p 
fosforilado frente a rapamicina mientras que la cepa de laboratorio presenta la ruta TORC1 
completamente inhibida (Rps6p no fosforilado). El estudio de las rutas de señalización de 
nutrientes suele realizarse con las proteínas clave de las rutas pero los resultados de la 
fosforilación de Rps6p sugieren que son esas pequeñas diferencias en la actividad de ciertas 
ramas de las rutas de señalización las que pueden causar fenotipos de interés. Sin embargo, 
todavía es necesario indagar más para conocer las diferencias genéticas subyacentes a esa 
mayor tolerancia a los inhibidores analizados y si esas diferencias son de interés en la industria 
vínica. 
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4.1.1.2. Inhibición parcial de TORC1 por glufosinato amónico durante la 
fermentación 
En el apartado 2 de este capítulo se realizó un estudio del efecto del glufosinato de amonio 
en vinificación ya que se observó que el crecimiento de la cepa vínica EC1118 era menor en 
presencia de dicho compuesto (Figura 21). Además, al ser parte del herbicida comercial Finale® 
pueden encontrarse trazas durante la fermentación causando una ralentización de la misma. 
Tal y como se observa en la Figura 22 el fenotipo observado frente al GA en la cepa EC1118 se 
mantiene en C9 y, debido a la facilidad de manejo y transformación de la cepa C9, los 
determinantes genéticos de la sensibilidad a GA se analizaron mediante mutantes de deleción 
en la cepa C9. Por ello, con el objetivo de ahondar más en el efecto del GA sobre la inhibición 
de la ruta TOR, se siguió la fosforilación de la proteína ribosomal Rps6p a lo largo de la 
vinificación en mosto sintético MS300 en la cepa haploide vínica C9, Figura 61. El glufosinato 







Figura 61. Efecto del glufosinato de amonio en la fosforilación de la proteína Rps6p a lo largo de 
la vinificación en mosto natural. Las células culltivadas se recogieron en los tiempos indicados 
durante la vinificación. El GA se añadió al inicio de la vinificación a una concentración de 10 
mg/L. Se han llevado a cabo detecciones con anticuerpos frente a Rps6 fosforilado, a Rps6 total 
y Pgk1p como control de carga. Se muestra uno de los dos experimentos realizados en los que 
se obtuvieron resultados similares.  
En la Figura 61 se observa la fosforilación de Rps6p únicamente en las primeras horas de 
fermentación, no observándose proteína fosforilada a tiempos mayores, a pesar de que se 
detecta la proteína Rps6p a lo largo de la vinificación. La fosforilación de Rps6p indica actividad 
de la ruta TORC1 por lo que al observar únicamente banda correspondiente a Rps6p-P en las 
primeras horas se deduce que la ruta TORC1 únicamente está activa en las primeras horas de 
fermentación. En presencia de GA se observa el mismo resultado, sin embargo, el nivel de 
fosforilación es menor. Esa diferencia en los niveles de fosforilación sugiere una inhibición 
parcial de la ruta TORC1, causando por tanto un menor crecimiento celular. El máximo de 
crecimiento para la cepa C9 en las mismas condiciones se alcanza a los 2 días de fermentación, 
lo que sugiere la implicación de otras rutas de señalización de nutrientes que sustentan el 
crecimiento, como se verá más adelante.  
4.1.1.3. Efecto de la evolución dirigida frente a rapamicina en la fosforilación de 
Rps6p 
En el apartado 3.1 de este capítulo se analizaron las cepas procedentes de una evolución 
dirigida en presencia de rapamicina con la cepa M294. El único fenotipo en cuanto a 
crecimiento de las cepas evolucionadas fue la mayor tolerancia a rapamicina, observada en 
goteos en placa (Figura 36). Con el objetivo de ahondar más en los posibles cambios 
provocados como consecuencia del crecimiento reiterado en presencia de rapamicina, se 
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analizó la fosforilación de la proteína Rps6p tanto en las cepas evolucionadas eM2a y eM2b 
como en la cepa M2in para averiguar si esa mayor tolerancia a rapamicina concordaba con una 
menor inactivación de la ruta TORC1, tal y como se ha observado entre las cepas vínicas y las 
cepas de laboratorio.  
Las cepas se cultivaron en medio mínimo SD para acuciar más las diferencias. En fase 
exponencial, parte de las células se recogieron como control y el resto se incubaron                 
30 min con rapamicina. Los resultados se muestran en la Figura 62. Tal y como se había 
observado anteriormente (Figura 60), la proteína ribosomal Rps6p se encuentra fosforilada en 
fase exponencial. Se observa una bajada en la intensidad de la banda correspondiente a Rps6p 
fosforilado como consecuencia del tratamiento en presencia de rapamicina. Esa disminución 
de la fosforilación sugiere una inactivación parcial de la ruta TORC1 y es similar entre las cepas 
analizadas, evolucionadas o no. La cantidad de proteína total Rps6p sí parece ser mayor en las 
cepas evolucionadas que en la cepa M2in. La mayor tolerancia frente a rapamicina de las cepas 
evolucionadas no podría explicarse completamente por una mayor activación de rama de la 







Figura 62. Fosforilación de Rps6p en las cepas evolucionadas en presencia de rapamicina. Se 
muestra la fosforilación de Rps6p y los niveles de proteína en células procedentes de cultivo en 
fase exponencial en medio mínimo SD. El tratamiento con rapamicina (200 ng/mL) se ha 
realizado durante 30 min.  
4.1.1.4. Análisis de la fosforilación de Par32p 
Dado que la fosforilación de Rps6p en presencia de rapamicina indica una inactivación 
parcial de su correspondiente rama de la ruta TORC1 en las cepas de vínicas, y no una 
inactivación completa como ocurre en las cepas de laboratorio, se seleccionó otra diana 
perteneciente a una rama de regulación distinta, la proteína Par32p (Phosphorylated After 
Rapamycin). Tal y como se comentó en el apartado 6.2.1 de la Introducción, Par32p es una 
proteína que se hiperfosforila en presencia de rapamicina y cuya fosforilación y localización es 
dependiente de TORC1 a través de Npr1p, proteína relacionada con las permeasas de 
aminoácidos. De hecho, un mutante de deleción en PAR32 es más sensible tanto a cafeína 
como a rapamicina (Arias et al., 2011; Dudley et al., 2005).  
En primer lugar se analizó el estado de fosforilación de la proteína Par32p en ausencia de 
glucosa y nitrógeno (Figura 63, panel A). Para ello, las cepas vínicas C9, EC1118 y M2 junto con 
la cepa de laboratorio BQS252 se crecieron en medio mínimo SD. En fase exponencial, se 
transfirieron a un medio mínimo sin glucosa (-Glu) o sin nitrógeno (-N2). Los resultados del 
análisis por western blot con un anticuerpo frente a la etiqueta Myc introducida en la proteína 
Par32p pueden observarse en el panel A de la Figura 63. Se observa claramente que la única 
condición que disminuye la movilidad electroforética de Par32p, lo que se interpreta como un 
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efecto del aumento de su fosforilación, es la ausencia de nitrógeno. Todas las cepas, tanto 
vínicas como de laboratorio, responden por igual a las condiciones examinadas, si bien es 
cierto que los niveles de Par32p en las cepas EC1118 y M2 parecen disminuir tanto en ausencia 
de glucosa como en ausencia de nitrógeno, observándose más claramente en esta última 
condición.  
Inicialmente, la fosforilación de Par32p parece responder a la ausencia de nitrógeno, 
estando dicha condición relacionada con la inactivación de la ruta TORC1. Sin embargo, para 
corroborar que el tratamiento con rapamicina induce su fosforilación, tal y como indica su 
nombre, se realizó un nuevo experimento de detección por western blot de Par32p 
procedente de células sometidas a tratamiento con rapamicina. En este experimento, las 
células se recogieron en fase exponencial después del crecimiento en medio mínimo SD y se 
optó por dos condiciones: SD sin nitrógeno (SD-N2) y SD con rapamicina. Para corroborar que 
la disminución de movilidad electroforética observada es realmente debida a un aumento en 
el estado de fosforilación, se incluyó también una muestra de cada condición tratada con 
fosfatasa lambda, que defosforila las proteínas y, por tanto, es de esperar que revierta el 
efecto sobre la movilidad electroforética atribuido al aumento de fosforilación. Los resultados 
se muestran en el panel B de la Figura 63. En ayuno de nitrógeno se observa que la banda 
correspondiente al tratamiento con la fosfatasa está más definida que la de su 
correspondiente control, lo que se interpreta como la desaparición de formas fosforiladas de 
menor movilidad electroforética que generan el aspecto de banda ancha y difusa detectada en 
las muestras SD-N2. El mismo fenotipo se observa para el tratamiento con rapamicina. Ambos 
resultados indican que la movilidad electroforética disminuida de Par32p observada es 
consecuencia de un proceso de fosforilación. La disminución de la movilidad electroforética 
debido al tratamiento con rapamicina es ligeramente inferior al producido como consecuencia 
del ayuno de nitrógeno. Sin embargo, puede observarse perfectamente por lo que, en ambas 
condiciones, la fosforilación de Par32p es una herramienta útil para estudiar la actividad de 
TORC1. Para estudiar la fosforilación en fase exponencial de crecimiento de las cepas en medio 
mínimo SD, también se realizó el tratamiento con fosfatasa con el control en SD (Figura 63 
panel C). En este caso, se hicieron tres alícuotas de las células procedentes del medio de 
cultivo. Las proteínas se extrajeron sin inhibidores de proteasas (SD), con fosfatasa lambda o 
con inhibidores de proteasas. También se volvió a realizar el tratamiento en ausencia de 
nitrógeno para poder comparar la movilidad electroforética con las demás condiciones. En 
este caso, la banda del tratamiento con la fosfatasa lambda y los inhibidores se encuentra a la 
misma altura en las cepas BQS252, EC1118 y M2 indicando que en medio SD la proteína 
Par32p se encuentra defosforilada, a excepción de la cepa C9 donde se observa una ligera 
disminución de la movilidad electroforética (Par32p ligeramente fosforilada). La banda 
correspondiente a SD también se encuentra a la misma altura que las de los tratamientos 
(inhibidores y fosfatasa lambda). El ayuno de nitrógeno vuelve a causar una fosforilación de 
Par32p. Por lo tanto, la fosforilación de Par32p responde a la fuente de nitrógeno y a 
rapamicina pero no al ayuno de glucosa. 













Figura 63. Inmunodetección de la proteína etiquetada PAR32::MyC utilizando un anticuerpo 
específico contra la etiqueta MyC. En fase exponencial las células cultivadas en un medio 
mínimo SD se han transferido a un medio SD sin nitrógeno (-N2) o sin glucosa (-Glu) durante     
20 minutos (A). Tratamiento con λ fosfatasa durante 30 minutos a 30 °C para la defosforilación 
total de Par32p en muestras de las condiciones de ayuno de nitrógeno o tratamiento con 
rapamicina (200 ng/mL) durante 20 min (B). Parte de las células cultivadas en medio mínimo SD 
en fase exponencial se han tratado con λ fosfatasa durante 30 min a 30 °C para la 
defosforilación total de Par32p o bien con inhibidores de fosfatasas con el objetivo de inhibir la 
defosforilación (C). El ayuno de nitrógeno se ha realizado durante 20 en medio SD. Azul: cepas 
de laboratorio. Rojo: cepas vínicas. Los medios utilizados han sido suplementados con los 
requerimientos nutricionales necesarios para suplir las auxotrofías de la cepa BQS252. 
Aunque Par32p se fosforila después del tratamiento con rapamicina su función todavía es 
desconocida. En presencia de una fuente de nitrógeno no preferida, la quinasa de Npr1p 
relacionada con las permeasas de aminoácidos se encentra activa induciendo la fosforilación 
de la proteína Par32p. Sin embargo, cuando la fuente de nitrógeno es adecuada, TORC1 inhibe 
a Npr1p por lo que no es capaz de fosforilar a Par32p (Figura 5), encontrándose así 
defosforilada. Como consecuencia, Par32p se transloca a la membrana celular donde inhibe 
físicamente los trasportadores de amonio Mep1/3p (Boeckstaens et al., 2015). El tamaño 
molecular de Par32p según la base de datos SGD (Saccharomyces Genome Database) es de 32 
kDa; sin embargo, todos los western blot mostrados en las figuras anteriores coinciden con un 
tamaño de alrededor de 70 kDa, de acuerdo con el marcador de tamaño molecular empleado. 
Dicho tamaño no disminuye en gran medida con el tratamiento con fosfatasa. Esa gran 
diferencia de tamaño, también observada por otros autores (Boeckstaens et al., 2015; Hughes 
Hallett et al., 2014), sugiere que la proteína Par32p está sometida a diversas modificaciones 
postraduccionales que podrían estar relacionadas con su función.  
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4.1.2. Estudio de la represión catabólica por nitrógeno (NCR) 
La represión catabólica por nitrógeno (NCR) reprime el uso de fuentes de nitrógeno pobres, 
como la prolina o urea, en presencia de fuentes ricas, como por ejemplo la glutamina o el 
amonio. La respuesta a través de la NCR se lleva a cabo principalmente por los factores 
transcripcionales tipo GATA, siendo Gln3p y Gat1p los dos activadores más estudiados. Tal y 
como se ha comentado en el apartado 6.2.2 de la Introducción, en presencia de una fuente de 
nitrógeno pobre o en ayuno de nitrógeno Gln3p se transloca al núcleo para inducir la 
expresión de numerosos genes implicados en el uso de fuentes de nitrógeno pobres y en el 
catabolismo del nitrógeno. Esa translocación al núcleo de la proteína Gln3p parece estar 
relacionada con su estado de fosforilación de forma dependiente de TORC1, por lo que 
también puede utilizarse como herramienta para el estudio de la actividad de TORC1. Además, 
al responder de manera específica a la fuente de nitrógeno también permite determinar la 
adecuación de la fuente de nitrógeno utilizada. Para conocer si había alguna diferencia en la 
localización subcelular de la proteína Gln3p entre cepas vínicas y cepas de laboratorio en 
condiciones de crecimiento de laboratorio, se etiquetó GLN3 con la etiqueta GFP en la única 
copia cromosómica de la cepa vínica haploide C9 (Figura 64). El etiquetado de Gln3p con GFP 
dio lugar a muy baja fluorescencia y a una localización subcelular muy difusa dificultando así su 
observación. Aunque se ha determinado que la localización de Gln3p es nuclear en las 
condiciones analizadas, en la Figura 64 se observa cierto aumento de la fluorescencia en 
estructuras de tamaño elevado que no coinciden con el núcleo. La construcción GLN3::GFP 
puede no ser funcional debido a la adición de la proteína GFP; sin embargo, ensayos de 
tolerancia frente a MSX y rapamicina mostraron que el fenotipo de los mutantes con la 
construcción GLN3::GFP difería del mutante gln3Δ y coincidía con la cepa silvestre sugiriendo 
que la construcción era funcional (datos no mostrados). Para determinar si la localización de la 
fluorescencia observada en la Figura 64 coincidía con la vacuola se realizó al mismo tiempo la 
tinción con MM4-64, específico de membranas vacuolares. Aunque la resolución de las 
imágenes tomadas para GFP no es óptima, puede observarse que en ciertas células si hay 
coincidencia entre la vacuola y la GFP indicando que al menos parte de esta fusión de Gln3p se 
encuentra en la vacuola en estas condiciones. Al ser imprescindible el seguimiento de la NCR 
para nuestro objetivo, se planteó la posibilidad de realizar los mismos experimentos pero 
siguiendo la localización subcelular del activador transcripcional Gat1p. Aunque la información 
disponible de dicho factor no es tan amplia como para Gln3p, su localización también varía en 
función de la fuente de nitrógeno. Por ello, también se etiquetó GAT1 con la proteína GFP en 
la cepa vínica haploide C9, Figura 64, obteniéndose resultados muy similares a los conseguidos 
para Gln3p. Aunque la fluorescencia obtenida era muy baja, también se observaban ciertos 
acúmulos que coincidían con el núcleo, con la vacuola o bien se encontraba difusa en el 
citoplasma. Aunque la visualización de la proteína Gat1p a través de GFP era mejor que para 
Gln3p, fue imposible observar la translocación de ambos factores transcripcionales. La adición 
de GFP, de tamaño considerable, puede provocar la no funcionalidad de la proteína etiquetada 
y, por tanto, no observar el fenotipo esperado. Sin embargo, goteos en placa de las cepas 
etiquetadas en presencia de rapamicina no mostraron fenotipo diferencial entre las cepas 
etiquetadas y las cepas sin etiquetar (datos no mostrados) indicando que las construcciones 


















Figura 64. Localización subcelular de las proteínas Gln3p y Gat1p en condiciones de laboratorio 
en la cepa haploide C9. Las células se cultivaron en medio mínimo SD y en fase exponencial se 
pasaron durante 1 h en medio SD con prolina (1 %) como única fuente de nitrógeno para inducir 
la translocación de Gat1p y Gln3p al núcleo. La tinción con DAPI (azul) se ha realizado durante 
20 minutos mientras que la de MM4-64 (40 μM) durante 15 min, en ambos casos en oscuridad 
y posterior lavado para eliminar el exceso del fluoróforo. La visualización de las células se ha 
realizado in vivo.  
Como alternativa al etiquetado en el genoma, Giannattasio et al., (2005) construyeron 
versiones etiquetadas de GLN3 y GAT1 con GFP con sus propios promotores en el plásmido 
pRS416. La transformación con dichos plásmidos se realizó tanto en la cepa BQS252, que es 
auxótrofa para uracilo, y en la cepa C9 ura3Δ. La visualización tanto de Gln3p como de Gat1p 
fue imposible para ambas cepas. Si bien es cierto que la fluorescencia aumentó respecto a la 
observada para la construcción en el genoma, no fue suficiente como para realizar su 
seguimiento ni en condiciones de laboratorio ni en condiciones de vinificación (datos no 
mostrados).  
4.1.2.1. Análisis de la fosforilación de Gln3p 
Dada la imposibilidad de observar la translocación al núcleo de los factores de transcripción 
Gat1p y Gln3p se optó por seguir la fosforilación de Gln3p en cepas vínicas y de laboratorio en 
condiciones de laboratorio, mediante western blot a través de su movilidad electroforética. 
Beck y Hall (Beck y Hall, 1999) demostraron que la rapamicina inducía la defosforilación de 
Gln3p y, como consecuencia, se producía su translocación al núcleo donde actuaba como 
activador transcripcional induciendo la expresión de genes necesarios para el uso de fuentes 
de nitrógeno no preferidas (apartado 6.2.2 de la Introducción). Cox et al., (2004) demostraron 
que la rapamicina y el crecimiento en fuentes de nitrógeno no preferidas inducen la 
translocación de Gln3p al núcleo pero por diferentes mecanismos, los cuales pueden implicar 
otras moléculas diferentes a Gln3p o bien niveles de fosforilación de Gln3p diferentes. Por ello, 
se planteó inicialmente estudiar el estado de fosforilación de Gln3p en nuestras condiciones de 
laboratorio y con nuestras cepas, tanto vínicas como de laboratorio.  
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En primer lugar, las células se cultivaron en medio mínimo SD con fuente de nitrógeno 
reducida (del 5 % al 1 %) y en fase exponencial las células se trataron con L-metionina 
sulfoximina, con rapamicina o bien se sometieron a ayuno de nitrógeno. Los resultados se 
muestran en el panel A de la Figura 65. Los resultados obtenidos fueron los esperados para las 
cepas de laboratorio estudiadas por diversos autores (Cox et al., 2004, 2002; Tate y 
Cooper, 2013; Tate et al., 2005). Tal y como se ha comentado en varias ocasiones el MSX 
inhibe la glutamina sintetasa provocando un déficit de glutamina, uno de los aminoácidos que 
dona los grupos amino; mientras que la rapamicina inhibe directamente a TORC1. Por lo 
tanto, ambos inhibidores simulan un ayuno de nitrógeno. Sin embargo, el efecto observado 
respecto a la fosforilación de Gln3p difiere. Mientras que el MSX aumenta la fosforilación de 
Gln3p, al igual que el ayuno de nitrógeno, la rapamicina disminuye su fosforilación. 
Sin embargo, experimentos de localización subcelular sitúan a Gln3p en el núcleo en ambas 
condiciones. El interés de seguir la fosforilación de Gln3p no reside en conocer cómo 
responden las cepas de laboratorio sino las cepas vínicas y observar si hay alguna diferencia 
en dicha respuesta. La obtención de extractos celulares totales con el fin de visualizar 
Gln3p mediante western blot para las cepas vínicas fue imposible, tal y como se muestra para 
la cepa M2 en el panel A de la Figura 65. Aunque únicamente se muestra el western blot 
realizado para la cepa M2, también se realizó para otras cepas vínicas como C9, EC1118, 
DV10 y CSM y en ningún caso se obtuvieron bandas claras al realizar la inmunodetección 
del epítopo MyC. Todos los western blot realizados mostraban una alta degradación de 
Gln3p a lo largo del experimento y a lo largo de las condiciones. La expresión de Gln3p es 
constitutiva por lo que la no observación de Gln3p en las cepas vínicas parece que no es 
debido a bajos niveles de Gln3p.  Por ello, se optó por realizar la rotura de las células en 
presencia de ácido tricloroacético (TCA). Los resultados de la extracción con TCA se 
muestran en el panel B de la Figura 65. La diferencia entre los paneles A y el B reside en el 
método de extracción de las proteínas, rotura mecánica con perlas de vidrio (panel A) o TCA 
(panel B). Se observa una gran diferencia en las bandas obtenidas en ambos western blot 
sugiriendo que en cepas vínicas Gln3p es más inestable o su tasa de degradación es 
mayor que en las cepas de laboratorio. En el panel B, además se añadió la cepa C9 
transformada con el plásmido pRS416 que presentaba GLN3 etiquetada con MyC como 
control positivo. En las cuatro cepas analizadas puede observarse que tanto el ayuno 
de nitrógeno como el tratamiento con MSX aumentan la fosforilación de Gln3p, siendo 
mayor el aumento para MSX. Por el contrario, la rapamicina no solo disminuye su 
fosforilación, sino que también se observa una mayor intensidad de banda cuando el control 
de carga realizado con Pgk1p no muestra niveles más altos de proteína.  
Para estudiar si la banda observada en medio SD y en el tratamiento con 
rapamicina coinciden con la proteína totalmente defosforilada se realizó el tratamiento 
con fosfatasa lambda (panel C). De esta forma, se produce la defosforilación completa de 
Gln3p y se observa a la proteína con su migración electroforética más baja. El tratamiento con 
lambda fosfatasa se realizó tanto en medio mínimo SD con la fuente de nitrógeno 
disminuida y en presencia de rapamicina únicamente para la cepa de laboratorio BQS252 y la 
cepa vínica EC1118, Figura 65, panel C. En ambas condiciones se observa que la banda 
correspondiente al tratamiento con la fosfatasa es más fina que la observada en el medio 
mínimo SD o en el tratamiento con rapamicina. No obstante, la migración electroforética 
no es tan grande como la observada con el tratamiento con MSX sugiriendo que en medio 
mínimo SD y en rapamicina se detecta la proteína Gln3p totalmente defosforilada.  











Figura 65. Fosforilación de Gln3p en condiciones de laboratorio en cepas vínicas y cepas de 
laboratorio. Western blot realizado a partir de las proteínas obtenidas de las células creciendo 
en fase exponencial las cuales se transfirieron a medio mínimo sin nitrógeno (SD-N2), a medio 
mínimo con L-metionina sulfoximina (MSX, 2 mM) o con rapamicina (Rapa, 200 ng/mL) durante 
20 min (A) y (B). Las proteínas se extrajeron con tampón de lisis (A) o mediante precipitación 
con ácido tricloroacético (TCA) (B), tal y como se indica en Materiales y Métodos. Las proteínas 
extraídas mediante precipitación con TCA se sometieron al tratamiento con lambda fosfatasa 
para defosforilar completamente la proteína Gln3p (C). La proteína Gln3p se inmunodetectó 
con un anticuerpo contra la etiqueta MyC. C: control. λPPase: tratamiento con fosfatasa 
lambda. Los medios de crecimiento se suplementaron con uracilo (20 mg/L) debido a la 
auxotrofía de la cepa de laboratorio BQS252. Azul: cepa de laboratorio. Rojo: cepa vínica.  
Como se ha comentado en el apartado 6.3 de la Introducción, la fosforilación de Gln3p 
también depende de Snf1p y, por tanto, de la disponibilidad de glucosa. Bertram et al., (2002) 
demostraron que tanto TORC1 como Snf1p regulan la translocación de Gln3p al núcleo, 
aunque mediante mecanismos diferentes ya que TORC1 reprime la translocación al núcleo y 
Snf1p la induce. Para corroborar dichos resultados, se estudió la fosforilación de Gln3p en 
varias cepas vínicas cultivadas en glicerol como fuente de carbono (SGli), en ayuno de 
nitrógeno (SD-N2), en ayuno de glucosa (SD-Glu) y en ayuno de ambos (SD-N2-Glu), 
experimentos que se muestran en la Figura 66. El glicerol es una fuente de carbono no 
fermentable por lo que las células únicamente pueden utilizarla mediante respiración. La 
fosforilación de Gln3p aumenta en presencia de glicerol en todas las cepas analizadas, como se 
deduce de la menor movilidad electroforética a tiempo 15 minutos y 30 minutos en glicerol 
respecto del control SD. Tanto en las cepas vínicas (paneles B, C y D) como en la cepa de 
laboratorio (panel A), la mayor fosforilación de Gln3p en medio con glicerol, transcurridos 15 o 
30 minutos, está asociada a una menor intensidad de banda, lo que sugiere degradación o 
inestabilidad de la proteína ya que los niveles de Pgk1p no varían entre el medio mínimo SD y 
la transferencia a glicerol. Frente al ayuno de glucosa, la fosforilación de Gln3p aumenta en los 
dos tiempos analizados. La intensidad de banda de Gln3p en la cepa BQS252 podría indicar una 
mayor cantidad de Gln3p en dichas condiciones.  




Figura 66. Fosforilación de Gln3p en cepas vínicas y cepa de laboratorio en medio con glicerol o 
ayuno de nitrógeno. Las células se cultivaron en medio mínimo SD con 1 % de (NH4)2SO4 hasta 
fase exponencial donde se dividieron en función de las condiciones analizadas. Las células se 
han transferido a medio mínimo con glicerol como única fuente de carbono (SGli), a medio en 
ayuno de nitrógeno (SD-N2), a medio sin glucosa (SD-Glu) y a medio sin glucosa ni nitrógeno 
(SD-N2-Glu). Las extracciones de proteínas se realizaron mediante precipitación con ácido 
tricloroacétido (TCA). La proteína se inmunodetectó con un anticuerpo frente a la etiqueta MyC. 
Se usaron como controles de carga la inmunodetección de la proteína Pgk1p y la tinción con 
Coomassie. Se han analizado las cepas BQS252 (A), C9 (B), EC1118 (C) y M2 (D). Azul: cepas de 
laboratorio. Rojo: cepas vínicas.  
Al incubar las células en ausencia de glucosa y nitrógeno, el fenotipo observado es el mismo 
que para el ayuno de glucosa únicamente. Por lo tanto, frente a la falta de nitrógeno y glucosa, 
la respuesta celular es un aumento de la fosforilación de Gln3p. Estos resultados sugieren que 
la fosforilación de Gln3p también es dependiente de la fuente de carbono y, de hecho, es en 
ausencia de este nutriente donde se observan efectos más drásticos en las cepas vínicas, que 
parecen afectar no solo al estado de fosforilación sino también a la cantidad de proteína. 
Debido a la regulación conjunta por parte de TORC1 y Snf1p de la fosforilación de Gln3p, 
resultaría interesante comprobar si, tal y como se observa en Cox et al., (2002), los cambios 
producidos en los niveles de fosforilación de Gln3p en ayuno de carbono son dependientes de 
la fuente de nitrógeno.  
4.1.3. Estudio de la actividad de Snf1p mediante fosforilación 
La represión catabólica por glucosa favorece el uso de la glucosa como fuente de carbono 
incluso en presencia de otras fuentes de carbono alternativas, a través de mecanismos de 
represión de la expresión de genes codificantes de proteínas implicadas en el uso de dichas 
fuentes alternativas. La 2-desoxiglucosa y glucosamina, ambos análogos no metabolizables de 
la glucosa, se han utilizado ampliamente para el estudio de la represión por glucosa ya que 
señalizan la presencia de la glucosa, pero al no ser metabolizables, no sustentan el 
crecimiento. Así pues, en presencia de fuentes de carbono alternativas y de dichos análogos, 
se puede estudiar la represión por glucosa. Debido a la diferente tolerancia frente a 2DG y 
GlcN entre las cepas vínicas y las cepas de laboratorio (Figura 16 y Figura 50 panel A) se 
procedió a estudiar la fosforilación de la proteína Snf1p, proteína clave implicada en los 
mecanismos de represión por glucosa. En ayuno de glucosa, Snf1p es fosforilada y activada 
permitiendo así la expresión de genes necesarios para el uso de fuentes de carbono 
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alternativas. Por ello, el análisis de la fosforilación de Snf1p es una herramienta para conocer 
el estado de activación de la ruta de represión por glucosa.  
La represión catabólica por glucosa es muy severa y para observar una activación de Snf1p 
mediante fosforilación es necesario disminuir en gran medida la concentración de glucosa en 
el medio. Las células se cultivaron en medio completo YPD con 2 % de glucosa y en fase 
exponencial se cambiaron a un medio completo YPD con 0.05 % de glucosa, condiciones 
clásicas de desrepresión; las células se recogieron a 15 y 30 minutos. El estado de fosforilación 
de Snf1p se analizó por western blot inmunodetectando con un anticuerpo frente a la Thr210 
fosforilada de la proteína Snf1p. Como control se utilizó un anticuerpo antipoli-His ya que 
Snf1p se caracteriza por tener una secuencia natural de 13 histidinas. Los resultados se 
muestran en la Figura 67, donde se observa que el cambio a una baja concentración de glucosa 





Figura 67. Fosforilación de la proteína Snf1p en condiciones de laboratorio. En fase exponencial, 
parte de las células se recogieron y parte se cambiaron a un medio completo YPD con 0.05 % de 
glucosa y se recogieron a 15 y 30 min. La extracción se proteínas se hizo por precipitación con 
ácido tricloroacético (TCA). Se muestran los western blot inmunodetectando con el anticuerpo 
frente a Snf1p fosforilado (Snf1p-P) y frente a poli-His (Snf1p). Azul: cepa de laboratorio. Rojo: 
cepa vínica. 
Tanto en cepas vínicas como en la cepa de laboratorio, la activación de Snf1p es muy rápida 
y a 15 minutos ya se alcanza el máximo de fosforilación. En la cepa de laboratorio BQS252 la 
fosforilación de Snf1p transcurridos 30 minutos en 0.05 % de glucosa es menor que 
transcurridos 15 minutos, sugiriendo que las células responden rápidamente a la disminución 
de glucosa pero una vez inducida la respuesta para el uso de otras fuentes de carbono ésta se 
atenúa. Estos resultados están en concordancia con Orlova et al., (2006). La mayor 
fosforilación de Snf1p en las cepas vínicas a tiempo 30 minutos después del ayuno de glucosa 
podría indicar una mayor actividad de Snf1p lo que podría traducirse a una mejor adaptación a 
fuentes de carbono alternativas en condiciones de desrepresión. Sería necesario el estudio de 
factores transcripcionales regulados por Snf1p, como Mig1p o Adr1p para comprobar dicha 
hipótesis. En cualquier caso, la respuesta a la desrepresión por ausencia de glucosa es 
compartida por ambas cepas de levadura.  
El análisis de la actividad de las rutas de señalización de nutrientes mediante las dianas 
anteriormente estudiadas muestran que las cepas vínicas responden a los estímulos químicos y 
nutricionales según está descrito en la bibliografía para las cepas de laboratorio, salvo en la 
fosforilación de Rps6p lo que puede explicar las diferencias de crecimiento frente a 
rapamicina. Así pues, el análisis de la fosforilación de dichas dianas puede utilizarse para 
conocer el estado de activación de las rutas de señalización de nutrientes en condiciones de 
vinificación.  
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4.2. Análisis de las rutas de señalización en condiciones de vinificación  
En los experimentos descritos en el apartado 4.1 del Capítulo 1 se han analizado las rutas 
de señalización de nutrientes en condiciones de laboratorio con el objetivo no solo de poner a 
punto la metodología sino también de observar posibles diferencias entre las cepas vínicas y 
las cepas de laboratorio. A continuación, se procedió a ampliar los análisis a las condiciones de 
vinificación, donde realmente es relevante detectar comportamientos que impacten la 
eficiencia de las levaduras vínicas. Las condiciones de vinificación difieren en numerosos 
aspectos respecto a las condiciones de laboratorio, como se comentó en el apartado 4 de la 
Introducción pero los más importantes, a nivel de rutas de señalización de nutrientes, son la 
fuente de carbono y de nitrógeno. 
El estado de activación de las rutas de señalización se estudió mediante detección de los 
niveles de fosforilación de proteínas clave, indicadoras del estado de actividad de dichas rutas, 
como se ha descrito en el apartado 4.1 del Capítulo 1. Para ello, se seleccionó la cepa BQS252 
como cepa de laboratorio y la cepa EC1118 como cepa vínica y se llevaron a cabo dos 
vinificaciones en mosto sintético, una en MS300 y otra en MS60. La diferencia entre los dos 
mostos sintéticos utilizados reside en la concentración de nitrógeno asimilable (α-aminoácidos 
y amonio). Tal y como indica su nombre, el MS300 presenta 300 mg/L de nitrógeno asimilable 
mientras que el MS60 solo una quinta parte, 60 mg/L, disminuyendo proporcionalmente el 
contenido en amonio y en aminoácidos. Mientras que el MS300 es un mosto rico en fuente de 
nitrógeno, el MS60 presenta la fuente nitrógeno limitante. Ambos mostos fueron 
suplementados con uracilo para permitir el crecimiento de la cepa de laboratorio BQS252. 
A lo largo de la vinificación se recogieron muestras de células a diversos tiempos y también 
del sobrenadante para la determinación de los azúcares reductores y del nitrógeno asimilable, 
medida como α-aminoácidos y amonio. El crecimiento durante la vinificación se siguió 
mediante recuento en placa de las u.f.c./mL. Para la inmunodetección de las proteínas Par32p 
y Gln3p se utilizó su etiqueta Myc por lo que fue necesario realizar dos vinificaciones 
independientes con las cepas etiquetadas para cada una de las proteínas. No se observó 
ningún defecto en la fermentación ni en el estado de activación de las rutas de señalización de 
nutrientes entre las cepas que presentaban la proteína Par32p etiquetada o la proteína Gln3p 
etiquetada, ambas con la proteína Myc y la cepa silvestre (datos no mostrados).  
4.2.1. Seguimiento de la vinificación en MS60 y MS300 
La Figura 68 muestra los resultados obtenidos para los parámetros de seguimiento de las 
vinificaciones, donde se observa que la escasez de nitrógeno del mosto MS60 limita el 
crecimiento de ambas cepas (panel A), en paralelo con un menor consumo de azúcares (panel 
B). Como consecuencia, también se observa una producción menor de etanol en el mosto 
MS60 que en MS300 (panel C). Estos efectos de la disponibilidad de nitrógeno son 
equivalentes para ambas cepas aunque la cepa vínica presenta una capacidad fermentativa 
mayor en ambas condiciones. En cuanto al consumo del nitrógeno asimilable (panel D), los 
resultados corroboran la limitación a lo largo de la fermentación en el MS60.  
La tendencia del consumo de nitrógeno asimilable en ambas condiciones y en ambas cepas 
es la misma. La velocidad de consumo de nitrógeno es muy elevada a tiempos cortos y 
alrededor de 1 día de la fermentación alcohólica el consumo se ralentiza sin llegar a consumir 
del todo el nitrógeno (10 y 14 mg/L para BQS252 y EC1118 en MS60). Estos resultados 
sugieren que se produce algún cambio a partir de 1 día que impide el consumo de nitrógeno o 
se han rellenado todas las reservas, independientemente de si se encuentra en déficit o no. 
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Roustan y Sablayrolles (2004) también observaron esa parada en el consumo de nitrógeno en 
fermentaciones realizadas en mosto sintético, aunque la concentración de glucosa en sus 
experimentos era menor (100 g/L). Sin embargo, Beltran et al., (2004) demostraron que en 
MS60 y en MS300 el nitrógeno se consumía por completo a tiempo 1 día de fermentación, y 
únicamente un mosto sintético con una concentración elevada de nitrógeno (1200 mg/L) 
causaba una parada en su consumo a partir de 1 día de fermentación. A pesar de que la 
velocidad de consumo de nitrógeno se ralentiza mucho a partir de los 2 días de fermentación, 
el máximo de crecimiento de las levaduras se obtiene a tiempo 3 días indicando que las células 
son capaces de seguir creciendo a pesar de encontrarse con bajo nitrógeno extracelular y 
sugiriendo que existe un límite en el consumo o en las necesidades de nitrógeno. 
Los aminoácidos son almacenados en la vacuola; de hecho, el 60 % del pool de aminoácidos 
presentes en células de S. cerevisiae se encuentra en la vacuola (Wiemken y Dürr, 1974). 
Además, tanto TORC1 como sus reguladores downstream (complejo EGO, Sch9p o Tap42p-
Sit4p) se localizan en la vacuola, localización indispensable para la regulación del 
almacenamiento de nitrógeno en las vacuolas. Por otra parte, la localización de los activadores 
transcripcionales tipo GATA Gat1p y Gln3p también requiere a las proteínas vacuolares de 
clase C y D (Fayyadkazan et al., 2014). La ralentización en el consumo de nitrógeno observada a 
partir de 1 día de fermentación sugiere que el consumo tan elevado que se produce en las 
primeras horas de fermentación podría indicar un mecanismo de almacenaje de nitrógeno en 
la vacuola, dicho nitrógeno se movilizaría a posteriori para el metabolismo celular.  
Figura 68. Cinéticas de las fermentaciones alcohólicas realizadas en MS60 y MS300 con las 
cepas BQS252 y EC1118. Curva de crecimiento en la que se representa las u.f.c./mL (A). Curva 
de consumo de azúcares reductores (g/L) (B). Producción de etanol (g/100 mL) (C). Curva de 
consumo de nitrógeno asimilable (α-aminoácidos y amonio) (D). Se muestran valores medios 
con sus respectivas desviaciones típicas.  
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4.2.2. Estudio de la actividad del complejo TORC1  
4.2.2.1. Análisis de la fosforilación de Rps6p 
Como ya se ha comentado, la fosforilación de Rps6p es dependiente de la actividad de 
TORC1. En la Figura 69 se muestra el perfil de fosforilación de Rps6p en las dos cepas 
analizadas: BQS252 y EC1118, en las dos condiciones analizadas: MS60 y MS300. Únicamente 
se observa fosforilación de Rps6p hasta día 1 de fermentación para la cepa BQS252 en ambos 
medios y para la cepa EC1118 en el caso de MS300, mientras que en MS60 la proteína Rps6p 
deja de estar fosforilada un poco antes, tras 20 horas de vinificación. Respecto a la proteína 
Rps6p total se observa, en todas las cepas y condiciones, un decrecimiento en las intensidades 
de banda hasta no observar ningún tipo de señal. Al tratarse de una proteína ribosomal, su 
desaparición a lo largo de la fermentación podría estar indicando una disminución de la tasa 
global de traducción como consecuencia del ayuno de nutrientes, aunque también podría 
deberse a problemas de solubilidad en condiciones de fase estacionaria muy avanzada.  
La fosforilación de Rps6p sugiere que la ruta TORC1 solo está activa a principio de la 
fermentación alcohólica. No se observan diferencias relevantes ni en la fosforilación ni en los 
niveles de proteína de Rps6p entre cepas vínicas y cepas de laboratorio.  
 
Figura 69. Fosforilación de Rps6p como medida de la actividad de TORC1 en condiciones de 
vinificación. La cepa de laboratorio BQS252 (A y B) y la cepa vínica EC1118 (C y D) se inocularon 
tanto en MS60 (A y C) como en MS300 (B y D). Las células se recogieron a los tiempos indicados 
y las proteínas se extrajeron mediante ácido tricloroacético. Se muestran los western blot 
realizados contra Rps6p fosforilado (Rps6p-P) y Rps6p total. Azul: cepas de laboratorio. Rojo 
cepas vínicas.    
4.2.2.2. Análisis de la fosforilación de Par32p 
La fosforilación de Rps6p sugiere que la ruta TORC1 solo está activa en las primeras horas 
de fermentación. Para corroborar dichos resultados también se analizó la fosforilación de 
Par32p en MS60 y MS300 en la cepa vínica EC1118 y la cepa de laboratorio BQS252 (Figura 
70). Como ya se ha comentado, Par32p es una proteína que se fosforila después del 
tratamiento con rapamicina como consecuencia de la inhibición de TORC1, lo que permite la 
acción directa sobre ella de Npr1p (Varlakhanova et al., 2018). 
En todas las vinificaciones realizadas se observa una disminución de la movilidad 
electroforética alrededor de las 16 h. Esa disminución de la movilidad se traduciría en un 
aumento de la fosforilación como consecuencia de la inactivación de TORC1. Por lo tanto, el 
análisis de la fosforilación de Par32p corrobora que la ruta TORC1 solo está activa en las 
primeras horas de fermentación. La menor acumulación de Par32p total en la cepa EC1118 en 
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MS60 podría deberse a una mayor degradación de la misma o a la interacción de Par32p en su 
forma defosforilada con las permeasas de amonio Mep1/3p cuando la fuente de nitrógeno es 
no preferida (Boeckstaens et al., 2015). 
Para comprobar el estado inicial de fosforilación de Par32p en la vinificación se realizó un 
tratamiento con fosfatasa lambda de las muestras recogidas a 8 horas, Figura 70, panel E. La 
banda correspondiente al tratamiento con fosfatasa lambda se encuentra a la misma altura 
que la banda correspondiente a 8 horas de vinificación sin tratamiento en la cepa vínica 
EC1118. Sin embargo, en la cepa BQS252 la proteína Par32p parece estar ligeramente 
fosforilada al principio de la fermentación que en la cepa EC1118 pues la banda 
correspondiente a 8 horas (rotulada como C en el panel E de la Figura 70) no se encuentra a la 
misma altura que la del tratamiento con fosfatasa lambda. Como consecuencia, la fosforilación 
en la cepa BQS252 parece ser mayor. Estos resultados demuestran que Par32p, inicialmente 
defosforilada, aumenta su fosforilación a lo largo de la vinificación. No se observan diferencias 
ni entre las cepas analizadas ni entre las condiciones estudiadas; en todos los casos la 
fosforilación de Par32p máxima se produce alrededor del día 1, aunque en MS300 todavía se 





Figura 70. Fosforilación de Par32p como medida de la actividad de TORC1 en condiciones de 
vinificación. Las cepas BQS252 (A y B) y EC1118 (C y D) se inocularon tanto en MS60 (A y C) 
como en MS300 (B y D). Las células se recogieron a los tiempos indicados y las proteínas se 
extrajeron mediante ácido tricloroacético. Se muestra la inmunodetección de los western blot 
contra la etiqueta MyC (Par32p) y contra Pgk1p, como control de carga. Efecto del tratamiento 
con lambda fosfatasa sobre la movilidad electroforética en las muestras procedentes de la 
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4.2.3. Estudio de la actividad de la represión catabólica por nitrógeno (NCR) 
4.2.3.1. Análisis de la fosforilación de Gln3p 
Como en los experimentos descritos en el apartado 4.1 en condiciones de laboratorio, se 
abordó el estudio de la NCR en las condiciones de vinificación descritas en los subapartados 
previos a través del nivel de fosforilación de Gln3p cuyos resultados se muestran en la Figura 
71.  
La máxima cantidad de proteína, en estado defosforilado se observa entre las 8 y 12 horas 
para todas las condiciones. En EC1118 en MS300 los niveles son altos durante el primer día, 
tras lo cual la proteína es fosforilada y su cantidad disminuye. En MS60 la banda se observa a 
tiempos más largos, indicando que la cantidad de Gln3p responde al ayuno de nitrógeno. El 
patrón de la cepa BQS252 es más similar a lo que se observa para EC1118 en MS300, 
independientemente del mosto utilizado. A efectos comparativos, en el panel E de la Figura 71 
se observa el cambio en la movilidad electroforética propiciado por los inhibidores MSX y 
rapamicina junto con el cambio inducido como resultado del proceso de fermentación 
alcohólica. En esta electroforesis se aprecia la fosforilación de Gln3p una vez transcurrido el 
primer día de vinificación. Además, la banda correspondiente a 8 horas de fermentación se 
comporta de manera similar a la tratada con rapamicina en condiciones de laboratorio, 
sugiriendo que inicialmente Gln3p se encuentra defosforilada al inicio de la vinificación. La 
fosforilación de Gln3p sugiere que la NCR está activa desde el inicio de la fermentación, incluso 







Figura 71. Fosforilación de Gln3p como medida de la represión catabólica por nitrógeno (NCR) 
en condiciones de vinificación. Las cepas BQS252 (A y B) y EC1118 (C y D) se inocularon tanto en 
MS60 (A y C) como en MS300 (B y D). Las células se recogieron a los tiempos indicados y las 
proteínas se extrajeron mediante ácido tricloroacético. Se muestran la inmunodetección de los 
western blot realizados contra la etiqueta MyC (Gln3p) y contra Pgk1p, como control de carga. 
Comparación de la movilidad electroforética de Gln3p entre las muestras obtenidas de la 
vinificación y las muestras obtenidas del crecimiento en medio SD con tratamiento frente a MSX 
(2 mM) o rapamicina (200 ng/mL) (E). Azul: cepas de laboratorio. Rojo cepas vínicas.  
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Los resultados esperados para el nivel de fosforilación de Gln3p son distintos a lo 
observado en las condiciones de disponibilidad de fuentes preferentes de nitrógeno al inicio de 
la fermentación. Se esperaría un estado fosforilado para producirse posteriormente una 
defosforilación, característica del estado activo, a tiempos largos de fermentación cuando las 
fuentes de nitrógeno favoritas van disminuyendo hasta niveles críticos. Sin embargo, la mayor 
cantidad del factor transcripcional Gln3p a tiempos iniciales y el estado inicial defosforilado de 
Gln3p sugieren que se da una desrepresión de la NCR desde el inicio de la fermentación. Cabe 
también la posibilidad de que el estado de fosforilación de la proteína Gln3p en las células 
procedentes de precultivos en fase estacionaria en YPD genere artefactos en la detección a lo 
largo del inicio de la vinificación, aunque los tiempos son suficientemente largos para asegurar 
que la ruta se haya ajustado a las condiciones del medio.  
4.2.4. Estudio de la actividad de Snf1p mediante fosforilación 
El estado de fosforilación de Rps6p y Par32p sugiere que la ruta TORC1 está activa solo en 
las primeras horas de fermentación vínica mientras que la fosforilación de Gln3p indica que la 
NCR se activa desde el inicio de la fermentación, conclusiones consistentes entre sí aunque, a 
priori, esos resultados no concuerdan con lo descrito en condiciones de laboratorio, ya que a 
dichos tiempos de fermentación la levadura dispone de nitrógeno suficiente y sigue creciendo 
hasta alcanzar el máximo de crecimiento a los 3 días de fermentación, aproximadamente.  
Con el fin de investigar el estado de la señalización de disponibilidad de glucosa en esas 
condiciones, se ha estudiado en las cepas y condiciones de vinificación descritas en apartados 
anteriores, el nivel de fosforilación de la proteína quinasa Snf1p, cuya activación en 
condiciones de baja concentración de glucosa es consecuencia de su fosforilación (McCartney 
y Schmidt, 2001). La inmunodetección se ha realizado con un anticuerpo frente a la Thr210 
fosforilada de Snf1p y con un anticuerpo frente una región natural de poliHis característica de 
Snf1p para detectar la proteína Snf1p total, obteniéndose los resultados que se muestran en la 
Figura 72. Como puede observarse, la proteína Snf1p también está activa en las primeras horas 
de fermentación a pesar de la gran abundancia de azúcares fermentables presentes a dicho 
tiempo (Figura 68, panel B). Se detecta un pico de fosforilación de Snf1p alrededor de las        
24 horas en todas las condiciones y se sigue observando Snf1p fosforilado y, por tanto, activo, 
un par de días más. Esa activación prolongada de Snf1p podría responder a las condiciones de 
estrés que aparecen como consecuencia de la fermentación, como por ejemplo, el estrés 
osmótico. Aunque en todas las condiciones analizadas el pico de fosforilación se observa a 
tiempo 1 día, en MS60 se aprecia un cierto retraso, mientras que en MS300, 
independientemente de la cepa, el aumento de la fosforilación ya se observa a 12 horas. Por 
otra parte, la defosforilación de Snf1p es más rápida en la cepa BQS252 que en la cepa EC1118 
en MS60. La rápida defosforilación de Snf1p en la cepa BQS252 respecto de las cepas vínicas 
también se observó en condiciones de laboratorio (Figura 67). La intensidad de banda 
correspondiente a la cepa BQS252 entre el tiempo 2 días y 7 parece ser la misma; se produce 
una defosforilación muy rápida de tiempo 1 día a 2 días de fermentación. Sin embargo, esa 
defosforilación de Snf1p en la cepa EC1118 se produce de forma más paulatina hasta tiempo 7 
días. Respecto a la proteína total, la cantidad de Snf1p total es mayor en EC1118 en MS300 a 
tiempos más largos que en MS60 mientras que para la cepa de laboratorio BQS252 la cantidad 
de Snf1p total es muy similar entre los dos tipos de mosto analizados.  
Dado que la fosforilación de Snf1p responde principalmente a la concentración de glucosa 
presente en el medio, tal y como se ha corroborado anteriormente (Figura 67), se analizó su 
estado de fosforilación en muestras procedentes de un cambio a condiciones de desrepresión 
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en medio completo YPD (tiempo 0 y 15 min), junto con las muestras procedentes de la 
vinificación para poder comparar los niveles de activación de la quinasa Snf1p (Figura 72, panel 
E). A tiempo 1 día de fermentación los niveles de activación de Snf1p son muy similares a los 
obtenidos transcurridos 15 minutos en YPD con 0.05 % de glucosa, lo que corrobora que se 
produce la activación completa de Snf1p en condiciones de vinificación. Transcurridas 8 horas 
de fermentación, los niveles de Snf1p de la cepa EC1118 parecen ser ligeramente mayores que 
para los del control negativo (tiempo 0 en 0.05 % de glucosa); mientras que la cepa BQS252 a 
tiempo 8 horas presenta Snf1p completamente inactivo. Estos resultados podrían explicar la 
diferente tolerancia respecto a la 2-deoxiglucosa entre las cepas vínicas y las cepas de 
laboratorio (Figura 16 y Figura 50, panel A), ya que la mayor activación de Snf1p en 
condiciones clásicas de total represión por glucosa indica una cierta relajación de dicha 
represión en cepas vínicas, lo que permitiría un mejor crecimiento en fuentes alternativas de 








Figura 72. Fosforilación de Snf1p en condiciones de vinificación. Las cepas BQS252 (A y B) y 
EC1118 (C y D) se inocularon tanto en MS60 (A y C) como en MS300 (B y D). Las células se 
recogieron a los tiempos indicados y las proteínas se extrajeron mediante ácido tricloroacético. 
Se muestran las inmunodetecciones contra Snf1p fosforilado (Snf1p-P), utilizando un anticuerpo 
que reconoce la Thr210, y contra Snf1p total (Snf1p) utilizando un anticuerpo que reconoce 
poli-His. Comparación de la fosforilación de Snf1p y Snf1p total entre muestras procedentes de 
vinificación y muestras procedentes de crecimiento en medio completo YPD y transferidas a 
YPD con 0.05 % de glucosa (E). Azul: cepas de laboratorio. Rojo cepas vínicas.   
La fosforilación de Snf1p sugiere que la ruta SNF1 también está activa en las primeras horas 
de vinificación. Se ha determinado que la activación de Snf1p es también sensible a las 
condiciones de estrés típicas del inicio de la vinificación, como el estrés hiperosmótico, 
pudiendo dar lugar a un cierto nivel de activación de la quinasa Snf1p, a pesar de la gran 
abundancia de azúcares presentes en el mosto. Aunque en condiciones de estrés osmótico por 
sorbitol no se induce la fosforilación y activación de Snf1p (Hong y Carlson, 2007), el estrés 
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osmótico en vinificación, debido a la altísima concentración de azúcares podría desencadenar 
vías de señalización diferentes.  
4.2.5. Estudio de la actividad de Ras/cAMP/PKA 
La ruta Ras/cAMP/PKA se conoce como regulador central a nivel transcripcional del estado 
metabólico de la célula (Zaman et al., 2008). PKA promueve el crecimiento y la división celular 
en presencia de glucosa y sus dianas engloban procesos muy diversos lo que dificulta el 
estudio de su actividad. Su activación es desencadenada por niveles elevados de cAMP, a 
través de la liberación de su subunidad reguladora Bcy1p de sus subunidades catalíticas 
Tpk1/2/3p.  
El estudio del estado de fosforilación de las numerosas proteínas diana de la ruta requiere 
del etiquetado de la proteína de interés y su posterior inmunoprecipitación, y la 
inmunodetección con un anticuerpo contra el patrón de fosforilación característico de PKA. La 
dificultad del proceso de inmunoprecipitación en condiciones de vinificación debido a la 
elevada degradación de proteínas presentes complica el seguimiento de la actividad de PKA. 
Se han descrito en la bibliografía distintas alternativas para evaluar la actividad de PKA en 
condiciones específicas, como la descrita por Schepers et al., (2012) donde hicieron uso de un 
anticuerpo no comercial dirigido hacia los dos sitios de fosforilación de la trehalasa (Ser21 y 
Ser83), o por Graef y Nunnari, (2011) donde modificaron la colina quinasa CKI, una de las 
principales dianas de PKA, de forma que su fosforilación solo dependiese de PKA. Sin embargo, 
ninguna de esas opciones es fiablemente adaptable al estudio en condiciones de vinificación. 
Debido a la dificultad de seguimiento de la actividad de PKA, se siguieron dos 
aproximaciones diferentes. Por un lado, se midieron los niveles de cAMP y, por otro, se analizó 
el perfil de proteínas que presentan el patrón de fosforilación característico de PKA, utilizando 
una inmunodetección de su motivo de fosforilación RRXS/T. Los resultados de ambos estudios 
se muestran en la Figura 73. Los niveles de cAMP vienen determinados por la actividad de la 
adenilato ciclasa Cyr1p, enzima que transforma ATP en cAMP. La degradación de cAMP viene 
determinada por las fosfodiesterasas Pde1/2p. A su vez, la actividad de Cyr1p es estimulada 
por las proteínas G Ras1/2p y Gpr1p. Niveles elevados de cAMP son capaces de liberar la 
subunidad reguladora Bcy1p de PKA de sus subunidades catalíticas Tpk1/2/3p dando lugar a su 
activación. Por lo tanto, los niveles de cAMP sirven de indicadores de condiciones celulares 
propicias para la activación de PKA.  
 El cAMP se midió mediante kit comercial en las muestras procedentes de vinificaciones con 
las cepas BQS252 y EC1118, a 8 horas y a 1 día de fermentación en MS300 y también en 
muestras procedentes de medio completo YPD en fase exponencial y en fase estacionaria. En 
los paneles A y B de la Figura 73, se observa una acumulación mucho menor de cAMP a las 8 
horas en medio YPD que en MS300, mientras que en fase estacionaria los niveles son similares. 
En las dos cepas analizadas, se produce una reducción aproximadamente del 60 % de los 
niveles de cAMP entre las 8 horas y el primer día de fermentación en MS300, mientras que la 
reducción entre la fase exponencial y la fase estacionaria de crecimiento en medio YPD es solo 
del 36 % en la cepa BQS252 y del 7 % en la cepa EC1118. También cabe destacar que los 
niveles de cAMP en fase estacionaria en medio YPD en la cepa EC1118 son mayores que los 
observados para la cepa BQS252, lo que podría indicar una actividad PKA mayor y, por tanto, 
una mejor adaptación al medio de crecimiento. La mayor acumulación inicial de cAMP en 
MS300 que en medio YPD sugiere que la menor concentración de glucosa en este último 
determina una menor actividad de la ruta Ras/cAMP/PKA.  
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Además, se analizó el perfil de proteínas fosforiladas por PKA en las muestras procedentes 
de la vinificación en MS300 con la cepa EC1118 utilizando un anticuerpo anti-RRXS/T, que 
detecta el patrón de fosforilación característico de PKA. El western blot se muestra en el panel 
C de la Figura 73. Ciertas bandas se mantienen a lo largo de la vinificación mientras que otras 
aumentan o disminuyen lo que indica que la ruta Ras/cAMP/PKA se encuentra activa, al menos 
en lo que respecta a ciertos sustratos, al contrario de lo observado con las anteriores rutas de 
señalización de nutrientes, y que no todas las proteínas se encuentran defosforiladas a 
tiempos largos de vinificación. La señalización a través de la ruta Ras/cAMP/PKA permanece 
activa, al menos para algunas dianas, a lo largo de todo el proceso de vinificación, tal y como 







Figura 73. Análisis del estado de actividad de la ruta Ras/cAMP/PKA a través de los niveles de 
cAMP y del perfil de proteínas fosforilables por PKA. Niveles de cAMP respecto al peso húmedo 
(PH) en mosto sintético MS300 y en medio YPD a 8 h y 1 día de crecimiento en la cepa vínica 
EC1118 y la cepa de laboratorio BQS252, respectivamente (A) y (B). Western blot de las 
proteínas obtenidas durante la vinificación de la cepa EC1118 en MS300 utilizando el anticuerpo 
anti-RRXS/T que reconoce la secuencia de fosforilación por PKA (C). Se muestran valores medios 
y las desviaciones típicas. Análisis estadístico realizado mediante la prueba t-Student entre los 
diferentes medios de crecimiento. ***: P-valor ≤ 0.005. 
La identificación de alguna de las dianas cuya fosforilación dependiese de la actividad de 
PKA permitiría estudiar de forma más factible la actividad de dicha ruta, como se hizo 
previamente con otras rutas de señalización de nutrientes. En la Tabla 9 se muestran los 
sustratos de PKA cuya fosforilación se ha descrito que depende de PKA a través del motivo de 
fosforilación RRXS/T, motivo que reconoce el anticuerpo utilizado en el experimento de la 
Figura 73, panel C. En azul se muestran aquellas dianas cuya fosforilación aumenta vía PKA 
(Budovskaya et al., 2005) y en naranja aquellas proteínas cuya fosforilación a través de PKA 
disminuye bajo tratamiento con rapamicina (Soulard et al., 2010). Teniendo en cuenta el 
tamaño molecular de las bandas mostradas en el western blot de la Figura 73, se seleccionaron 
las siguientes proteínas Maf1p, Lhp1p, Cki1p, Ypk3p, Atg18p y Bcy1p como posibles dianas 
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cuya fosforilación es dependiente de PKA a través del motivo RRXS/T. Se construyeron 
mutantes de deleción en los genes codificantes de dichas proteínas diana y se analizó el perfil 
de proteínas fosforiladas por PKA en las mismas condiciones que en el experimento de la 
Figura 73, panel C. En ningún mutante de deleción analizado se observó la desaparición de 
ninguna banda al compararlo con la cepa silvestre (datos no mostrados). Los mutantes se 
construyeron en la cepa vínica haploide C9, cuyo patrón de fosforilación fue similar al obtenido 
para la cepa EC1118. 
Tabla 9. Sustratos de PKA cuya fosforilación se ha descrito que depende de la proteína quinasa 
PKA a través del motivo de fosforilación RRXS/T. Azul: sustratos candidatos de PKA identificados 
en Budovskaya et al.(2005). Naranja: sustratos candidatos de PKA después del tratamiento con 






Proteína quinasa implicada en la proliferación celular en respuesta a 
nutrientes 
190 GCN2 Proteína quinasa que fosforila eIF2α en respuesta al ayuno 
140 SSD1 
Represor transcripcional con papel en el crecimiento polarizado y la 
integridad de pared 
122 IFH1 
Coactivador regulador de la transcripción de genes de proteínas 
ribosomales (RP) 
120 KCS1 Inositol hexaquifosfato e inositol heptaquifosfato quinasa 
117 KSP1 
Serin/treonin proteína quinasa, asociado con TORC1, regulador negativo 
de la autofagia  
110 MNR2 
Proteína de membrana vacuolar requerida para la homeostasis de 
magnesio 
104 SYG1 Proteína de membrana plasmática de función desconocida 
102 ATG1 
Serin/treonin proteína quinasa necesaria para la formación de vesículas 
en autofagía 
98 STB2 Proteína que interacciona formando un complejo con Sin3p y Stb1p 
95 PSP1 Proteína rica en Asn y Gln de función desconocida 
95 VTC2 
Subunindad reguladora del complejo chaperona transportador vacuolar 
(VTC) 
91 YAK1 Serin/treoninquinasa componente del sistema de detección de la glucosa  
89 STB6 Proteína de función desconocida que se une a Sin3p 
85 FRA1 Proteína imlpicada en la transcripción del regulon de hierro 
83 ATG13 Subunidad reguladora del complejo de señalización Atg1p 
78 MSN2 Activadores transcripcional de respuesta a estrés 
75 SFP1 Regula la transcripcion de proteínas ribosomales 
71 WHI4 Proteína putativa de unión a RNA 
68 ECM3 Proteína no esencial de función desconocida  
66 CKI1* Colinquinasa  
65 AVT1 Transportador vacuolar  
65 CST6 Factor trasncripcional implicado en la respuesta a estrés 
65 MKS1 Regulador transcripcional pleiotrópico negativo  
63 CUB1 Gen relacionado con la reparación del DNA y la función del proteasoma  






63 TPH3 Proteína putativa de función desconocida  
60 YPK3* AGC quinasa fosforilada por PKA de manera dependiente de TORC1 
56 STB3 Proteína de unión a elementos procesadores de RNA ribosomal  
55 ATG18* Proteína de unión de fosfoinositida 
47 BCY1* Subunidad reguladora de PKA 
44 MAF1* Regulador negativo altamente conservado de la RNA polimerasa III 
32 LHP1* 
Proteína de unión a RNA necesaria para la maduración de tRNA y U6 
snRNA 
 
4.3. Conclusión sobre el estado de las rutas de señalización durante la 
vinificación 
La detección de los nutrientes presentes en el medio y la señalización intracelular que 
desencadenan son procesos altamente coordinados, con efectos fisiológicos que permiten la 
adaptación de las levaduras a cambios en su disponibilidad, tanto en condiciones de 
laboratorio como en condiciones de fermentaciones industriales. De ahí el interés de estudiar 
la actividad de las rutas de señalización de nutrientes, no solo para conocer cómo se orquesta 
esa compleja comunicación cruzada entre todas las rutas que posibilita la supervivencia en 
condiciones ambientales cambiantes, sino también para diseñar estrategias de mejora de la 
eficiencia de las levaduras que llevan a cabo fermentaciones alcohólicas de interés alimentario 
o en otros ámbitos biotecnológicos.  
Al inicio de este primer capítulo se determinó la existencia de importantes diferencias 
entre las cepas vínicas y las cepas de laboratorio en su respuesta frente a inhibidores químicos 
que afectan a su crecimiento (Figura 14 y Figura 15). La mayor tolerancia de las cepas vínicas a 
rapamicina y a 2-deoxiglucosa (Figura 16) sugería una regulación diferente de la ruta TORC1, 
por ser directamente inhibida por la rapamicina, y de la ruta SNF1, por estar relacionada con la 
represión catabólica por glucosa. Esas diferencias de respuesta se han corroborado con el 
estudio de la fosforilación de la proteína ribosomal Rps6p, diana de una de las ramas de la ruta 
TORC1 (Figura 60). Mientras que las cepas de laboratorio presentaban la ruta TORC1 
completamente inhibida en presencia de rapamicina (Rps6p no fosforilado), las cepas vínicas 
aún presentaban una cierta fosforilación residual de Rps6p, indicadora de una activación 
parcial de dicha ruta. No obstante, no se observaron más fenotipos diferenciales frente a otros 
inhibidores químicos analizados, lo que indica que el efecto está restringido a la actividad de 
TORC1 frente a estímulos determinados, y no a una actividad constitutiva diferente. El estudio 
de la fosforilación de Gln3p (Figura 65) ha corroborado, tal y como está descrito en la 
bibliografía (Kulkarni et al., 2006; Tate y Cooper, 2013), que el ayuno de nitrógeno causado por 
la eliminación de nitrógeno del medio (SD-N2) o bien por la inhibición de la glutamina sintetasa 
(MSX, L-metionina sulfoximina) no causan el mismo fenotipo sobre este regulador de la NCR. 
En ningún caso se observó una respuesta diferencial entre la cepa de laboratorio BQS252 y las 
cepas vínicas EC1118 y M2 en condiciones de laboratorio.  
A continuación, se determinó mediante el estudio de la fosforilación de proteínas diana el 
estado de activación de las principales rutas de señalización en condiciones de vinificación. La 
Figura 74 muestra un resumen de los resultados obtenidos. La ruta TORC1 se encuentra activa 
únicamente en las primeras horas de fermentación, detectándose los efectos de su 
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inactivación muy tempranamente, cuando las células aún disponen de nitrógeno en el medio y 
han consumido únicamente una quinta parte de los azúcares presentes inicialmente en el 
mosto. Snf1p se activa también durante los primeros días de fermentación a pesar de la 
elevada concentración de azúcares. Además, la máxima densidad celular se alcanza alrededor 
del tercer día de fermentación, indicando que debe existir algún tipo de señalización que 
permite el crecimiento de las levaduras. Para corroborarlo se estudió la ruta Ras/cAMP/PKA 
mediante el estudio de las proteínas que son fosforiladas por PKA. Esto indica que existen 
sustratos de activación tardía a la vez que los hay que son propios de las etapas iniciales. Al ser 
PKA la única ruta de señalización de nutrientes activa parece que es la ruta central que regula a 
las demás y que la presencia de azúcares es el determinante que gobierna la actividad de las 











Figura 74. Resumen del estado de activación de las principales rutas de señalización de 
nutrientes en condiciones de vinificación. 
En todas las vinificaciones realizadas se observó cierta degradación de proteínas totales 
mediante tinción con Coomassie (datos no mostrados). En condiciones de ayuno de nitrógeno, 
las proteínas celulares son una fuente importante de nitrógeno y su degradación permite 
redirigir las fuentes de nitrógeno a aquellos procesos celulares que sean imprescindibles para 
el metabolismo celular. De hecho, Orozco et al., (2012a) demostraron que la cepa vínica 
EC1118 presenta degradación por autofagia, medido a través de los niveles de la aldehído 
deshidrogenasa citosólica Ald6p, lo que puede explicar un crecimiento más rápido como 
consecuencia de la reorganización de las estructuras celulares. Esa autofagia podría ser 
primordial para la supervivencia en condiciones de vinificación. De hecho, aunque se explicará 
con más detalle en el siguiente capítulo, se ha observado la aparición de fragmentos de GFP 
procedentes de construcciones de fusiones génicas para el etiquetado de proteínas a partir del 
tiempo 4 de vinificación, lo sugiere que la autofagia también tiene lugar en condiciones de 
vinificación (Vallejo et al., 2017a) 
Otro de los aspectos que merece especial atención es la parada en el consumo de 
nitrógeno asimilable, independientemente de la concentración inicial (MS60 o MS300) y de la 
cepa analizada (BQS252 o EC1118) (Figura 68 panel D). La velocidad de consumo de YAN 
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empieza a disminuir a partir de 1 día de fermentación, momento en el que también se observa 
un aumento de la fosforilación de Gln3p, su inactivación y, por tanto, una activación de la NCR. 
La desrepresión de la NCR en las primeras etapas de la fermentación corrobora los resultados 
obtenidos por Crépin et al., (2017) donde observan una acumulación de arginina en las 
vacuolas en las primeras horas de crecimiento. Por otra parte, la parada completa en el 
consumo de YAN coincide con el disparo en los niveles de etanol (Figura 68 panel C). El 
aumento de la concentración de etanol modifica la permeabilidad de la membrana celular y 
con ello, afecta a los transportadores de membrana, como por ejemplo Gap1p, la permeasa 
general de aminoácidos (Leao y Van Uden, 1983). Numerosos trabajos han determinado que la 
vacuola es capaz de almacenar aminoácidos (Kitamoto et al., 1988; Wiemken y Dürr, 1974) 
aunque el transporte a la vacuola depende de la naturaleza del aminoácido. Por ejemplo, los 
aminoácidos básicos suelen almacenarse en la vacuola mientras que el glutamato y el 
aspartato se encuentran únicamente en el citoplasma (Kitamoto et al., 1988). Los aminoácidos 
almacenados en la vacuola pueden utilizarse para la síntesis de novo de proteínas o bien como 
fuente de nitrógeno para la síntesis de aminoácidos concretos. Crépin et al., (2014) 
demostraron que las diferencias observadas en la producción de biomasa durante la 
fermentación alcohólica se debían al uso más eficiente del nitrógeno presente en la vacuola. 
Estos resultados parecen indicar la importancia de hacer acopio de fuentes de nitrógeno, aun 
cuando éstas no son escasas, para poder así distribuir el nitrógeno hacia procesos celulares 
específicos. La parada en el consumo de YAN podría deberse a una alteración en los 
mecanismos de transporte debido a la toxicidad del etanol o a una elevada acumulación de 
fuentes de nitrógeno que señalicen la detención de dicho consumo.  
El conjunto de todos los resultados mostrados deja claro que la coordinación entre las 
rutas de señalización de nutrientes es importante porque permite integrar diferentes señales, 
como el ayuno de nitrógeno o la elevada concentración de azúcares presentes en el mosto, 
para responder a las condiciones ambientales tan específicas que se producen durante la 
fermentación alcohólica del mosto. Aunque de gran interés, la dificultad del estudio de las 
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 Capítulo 2 
PAPEL DE LAS PROTEÍNAS QUE FORMAN PARTE DE LAS RUTAS DE SEÑALIZACIÓN DE 
NUTRIENTES EN CONDICIONES DE VINIFICACIÓN. 
En el capítulo anterior se hizo énfasis en las diferencias observadas entre las cepas de 
laboratorio y las cepas vínicas; sin embargo, este capítulo se centra en las diferencias 
fenotípicas observadas en los mutantes de factores clave de diversas rutas en cepas vínicas en 
condiciones de vinificación. Las cepas vínicas presentan una elevada diversidad fenotípica en 
su comportamiento durante la fermentación alcohólica, y en particular, en sus requerimientos 
de fuente de nitrógeno lo que conlleva su clasificación en función de los mismos. Tanto la ruta 
TOR como el control general de aminoácidos (GAAC) responden a la fuente de nitrógeno por lo 
que se ha abordado el estudio de la implicación de ambas rutas en condiciones de vinificación, 
así como de los activadores transcripcionales tipo GATA, implicados en la NCR, en diversas 
cepas. En concordancia con los resultados obtenidos en el capítulo anterior, donde la ruta 
Ras/cAMP/PKA parece ser la ruta central que regula a las demás, se ha planteado el estudio 
del papel de las proteínas que forman parte de dicha ruta, junto con la ruta SNF1 y la ruta 
retrógrada, mediante la obtención de mutantes de deleción. De este modo, se ha 
profundizado en la conexión entre las rutas de señalización de nutrientes y su relevancia en 
condiciones de vinificación, utilizando una aproximación común basada en la modificación 
genética de factores relevantes para la transmisión de las señales relativas a la abundancia o a 
la escasez de nutrientes y el análisis de su impacto en el fenotipo de las levaduras en diversas 
cepas o fondos genéticos. 
1. Estudio de la ruta TOR a través de la proteína quinasa 
Sch9p en condiciones de vinificación  
Las cepas vínicas se caracterizan por mantener una elevada capacidad fermentativa 
durante la vinificación y ser muy tolerantes a las condiciones de estrés tan fluctuantes 
presentes en el proceso de vinificación. Debido a la elevada concentración de azúcares 
presentes en el mosto, el estrés hiperosmótico inicial es contrarrestado con la producción de 
glicerol como osmolito compatible y, como consecuencia de la fermentación alcohólica, las 
elevadas concentraciones de etanol finales también son estresantes para la levadura. Además, 
uno de los aspectos nutricionales que es determinante durante las condiciones industriales, y 
que también induce una respuesta a estrés, es el ayuno de nitrógeno. Esta limitación de 
nitrógeno puede dar lugar a paradas en la fermentación o fermentaciones excesivamente 
lentas aunque haya azúcares fermentables disponibles.  
Como se ha comentado en la Introducción (apartado 6.2.1), la ruta más relevante en ese 
aspecto es la ruta TOR, donde Sch9p es una de las quinasas principales que actúan por debajo 
del complejo TORC1. Dicha ruta promueve el crecimiento y la biosíntesis de proteínas al mismo 
tiempo que bloquea el catabolismo de las fuentes de nitrógeno pobres. En condiciones de 
crecimiento de laboratorio, la proteína quinasa Sch9p está principalmente implicada en la 
biogénesis de ribosomas y la traducción, y se ha descrito que un mutante sch9Δ presenta una 
mayor longevidad cronológica (LC) y una mayor producción de  glicerol (Fabrizio, 2001; Wei 
et al., 2009). 
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1.1. Estudio transcriptómico del impacto de la delección de SCH9 durante 
la vinificación. 
Resultados previos en nuestro laboratorio demostraron que la longevidad de un mutante 
sch9Δ dependía de la composición del medio en el que estaba creciendo (Picazo et al., 2015). 
En condiciones de fuente de carbono limitante, dicha deleción extendía la longevidad 
cronológica, pero el efecto era contrario en condiciones de limitación de fuente de nitrógeno. 
Con estos datos de partida se planteó la caracterización del fenotipo causado por la mutación 
del gen SCH9 con el fin de comprender su función en condiciones industriales. Al delecionar el 
gen SCH9 de la cepa vínica haploide C9 se observa un menor crecimiento a lo largo de la 
fermentación en mosto natural variedad Tempranillo y su máximo de crecimiento (100 % 
viabilidad) se ve desplazado a tiempo 8 días respecto a los 6 de la cepa silvestre (Figura 75 
panel A). Las curvas de longevidad cronológica (panel B) muestran que dicho mutante de 
deleción presenta una menor LC, tal y como está descrito en Picazo et al., (2015). El consumo 
de azúcares también se ve retrasado pero la cepa mutante es capaz de finalizar la 
fermentación (Figura 75, panel C). Los principales metabolitos de interés enológico que se 
midieron al finalizar la fermentación son el etanol (panel D), el glicerol (panel E) y ácido acético 
(panel F) (Figura 75). La concentración de etanol (panel D) es muy similar a la de la cepa 
silvestre indicando que, a pesar de presentar un número menor de células viables, su 
capacidad fermentativa es elevada. Uno de los aspectos a destacar es la elevada concentración 
de glicerol (panel E), también descrita en medios de laboratorio (Fabrizio, 2001), a lo que se 
atribuye el aumento de la LC observada en dichos medios (Wei et al., 2009). Sin embargo, en 
estas condiciones no concuerda el aumento de los niveles de glicerol con la menor LC 
observada para el mutante sch9Δ, lo que indica que en condiciones de vinificación el glicerol 
por sí mismo no es capaz de extender la longevidad. Un aumento de la producción de glicerol 
como el observado (2.4 veces mayor) en el mutante sch9Δ es de gran interés en la industria 
vínica por su contribución positiva a las características organolépticas del vino. Sin embargo, la 
deleción del gen SCH9 también conlleva un aumento en los niveles de ácido acético (panel F), 
otro subproducto de la fermentación alcohólica y considerado, en este caso, negativo para la 
calidad del vino. El aumento de la producción de ácido acético se ha asociado con una menor 
LC (Longo y Fabrizio, 2012), de manera que éste podría ser un metabolito más relevante 
respecto de la longevidad durante la fermentación vínica. Se ha descrito en la bibliografía que 
las modificaciones genéticas que conducen a un aumento de los niveles de glicerol suelen 
asociarse con un aumento paralelo de los niveles de ácido acético (Remize et al., 1999). Así 
pues, Sch9p parece estar en el centro de la producción coordinada de ambos metabolitos, lo 
que hace interesante conocer los genes implicados en la LC dependientes de la proteína 
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Figura 75. Impacto de la deleción de la proteína quinasa Sch9p en vinificación en mosto natural 
variedad Tempranillo. Curvas de crecimiento del mutante sch9Δ en la cepa vínica C9. Se 
representan las unidades formadoras de colonia por mL (u.f.c./mL) a distintos tiempos de 
fermentación (A). Curva de longevidad cronológica obtenida a partir del apartado anterior. Se 
tomó el valor a tiempo 5 días como el 100 % de células viables (B). Consumo de azúcares 
reductores (g/L) durante el proceso de fermentación (C). Etanol (g/100 mL) (D), glicerol (g/L) (E) 
y ácido acético (g/L) (F) determinados al finalizar la fermentación vínica. Se muestran valores 
medios y sus desviaciones típicas. Los experimentos se realizaron por triplicado. Se indica con 
asteriscos las diferencias estadísticamente significativas de la media entre la cepa silvestre y los 
mutantes (* P-valor ≤ 0.05; ** P-valor ≤ 0.01; *** P-valor ≤ 0.005). 
A continuación, se realizó un estudio transcriptómico mediante micromatrices de DNA con 
muestras de RNA procedentes de la fermentación alcohólica de MS75 a tiempo 5 días de 
fermentación. La mayor parte de los estudios globales, transcriptómicos y proteómicos, se han 
realizado en mosto sintético porque resulta más reproducible y facilita la comparación de 
resultados, además de mejorar la eficiencia de las extracciones de RNA y de proteínas 
(Rossignol et al., 2003, 2009; Zuzuarregui et al., 2006). La composición del mosto sintético 
estándar MS300 es rica en nitrógeno (300 mg/L, de ahí su nombre), la selección de una 
cantidad reducida en MS75 se basó en que la limitación de nitrógeno debería revelar el 
impacto de la deleción del gen SCH9 respecto de la cepa silvestre. A los 5 días de fermentación 
se ha alcanzado la fase estacionaria, lo que evita interferencias producidas por células que 
todavía pueden estar dividiéndose en etapas más tempranas, pero manteniéndose las células 
metabólicamente activas. En la Figura 76 se estudia la posible diferencia que supone sobre la 
LC el cambio de mosto natural a MS75, cuya concentración de nitrógeno también es 
deficiente. En este medio persisten los fenotipos relevantes de la mutación, la reducción de la 
LC en el mutante sch9Δ se agudiza en MS75 (panel A), ya observándose la reducción en la LC 
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previamente en mosto natural (Figura 76, panel B), y se mantienen los niveles de glicerol 
elevados, 1.6 veces mayor en sch9Δ respecto de la cepa silvestre (panel B). 
Figura 76. Impacto de la deleción del gen SCH9 en condiciones de vinificación en mosto 
sintético MS75. Curvas de longevidad cronológica obtenidas a partir de las u.f.c./mL a lo largo 
de la fermentación a diferentes tiempos (A). Producción de glicerol (g/L) (B) al final de la 
fermentación. Se muestran valores medios y sus desviaciones típicas. Los experimentos se 
realizaron por triplicado. Se indica con asteriscos las diferencias estadísticamente significativas 
de la media entre la cepa silvestre y el mutante sch9Δ (*** P-valor ≤ 0.005). 
Los resultados del análisis transcriptómico en las condiciones descritas permitieron la 
detección de la expresión de 5841 genes, de los cuales los niveles de mRNA correspondientes a 
1077 genes se encontraron aumentados 3 veces en el mutante respecto de la cepa silvestre 
mientras que los correspondientes a 1006 genes se encontraron disminuidos en el mutante 
sch9Δ, también en la misma proporción. Como puede deducirse de los resultados, la 
transcripción en el mutante sch9Δ se ve ampliamente afectada en condiciones de vinificación 
puesto que los niveles de mRNA del 35.6 % de los genes varían. En la Tabla 10 se muestran las 
categorías de Gene Ontology (GO) sobrerepresentadas en los resultados del análisis 
comparando el mutante sch9Δ con la cepa silvestre. La obtención de las categorías de GO se ha 
realizado utilizando el programa FuncAssociate 2.1 (Berriz et al., 2009). En la figura 
suplementaria 2 de Vallejo et al., (2017a) se muestran todos los genes cuyos niveles de mRNA 
se ven aumentados o disminuidos como resultado de la deleción del gen SCH9 mediante el 
análisis transcriptómico junto con sus p-valores mientras que en la Tabla 10 se muestran los 
genes correspondientes a las categorías de Gene Ontology (GO) sobrerepresentadas y en la 
Tabla 11 los genes seleccionados en base a los análisis transcriptómicos. De entre las 
categorías de GO correspondientes a genes con mayor expresión en la cepa mutante cabe 
destacar procesos relacionados con la biosíntesis de aminoácidos, en concreto, leucina, 
arginina, isoleucina, triptófano y lisina, rutas que coinciden parcialmente con las inducidas por 
el factor transcripcional Gcn4p (Ljungdahl y Daignan-Fornier, 2012), lo que permite establecer 
una posible conexión entre la ruta TOR/Sch9p y el GAAC. También los genes implicados en la 
síntesis de ácidos carboxílicos presentan mayor expresión, entre los cuales cabe destacar al 
gen SNO1, que contribuye a la actividad glutaminasa liberando amonio, y el gen IDP1, que 
cataliza la oxidación de isocitrato a α-cetoglutarato pudiéndose utilizar posteriormente en la 
síntesis de compuestos nitrogenados. Las categorías de síntesis de ergosterol y quitina 
también se encuentran sobrerepresentadas en el mutante sch9Δ. La inducción de la síntesis de 
ergosterol, compuesto principal de la membrana celular (Parks y Casey, 1995), puede provocar 
cambios en la integridad y la fluidez de la membrana que afecten a la longevidad del mutante. 
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Lo mismo se puede decir de la inducción de genes relacionados con la síntesis de quitina 
respecto a la pared celular. La mayor expresión de genes relacionados con la síntesis de quitina 
no concuerda con una mayor acumulación de dicho compuesto, tal y como se observa en la 
Figura 77. La tinción con Calcofluor White (CFW) (Pringle, 1991) no muestra una mayor 
acumulación en el mutante sch9Δ respecto de la cepa silvestre en los tres tiempos observados, 
indicando que no existe una correlación directa entre la transcripción y la traducción de genes 
de proteínas de la biosíntesis de quitina. Existen genes implicados en la categoría edición de 
los aminoacil-tRNA (ILS1, CDC60, NAM2, ISM1, VAS1) (Tabla 10) que también presentan mayor 
expresión, aunque no tan significativamente como otras categorías funcionales como la 
biosíntesis de aminoácidos celulares, lo que concuerda con la conocida implicación de Sch9p 
en la síntesis proteica. 
Tabla 10. Categorías de Gene Ontology (GO) representadas en los perfiles de expresión del 
mutante sch9Δ respecto de la cepa silvestre (C9) mediante el programa FuncAssociate 2.1. Las 
categorías se ordenan por el p-valor. LOD: logaritmo de la proporción de probabilidades. 
Los peroxisomas, los genes transcritos por la RNA polimerasa II inducibles por estrés y la 
actividad oxidoreductasa son categorías de GO dentro de las cuales se encuentran genes cuyos 
niveles de mRNA son menores como consecuencia de la deleción de SCH9. Un mutante 
deficiente en SCH9 presenta la ruta TOR/Sch9p parcialmente inhibida por lo que la 
transcripción se reduce dando lugar a un menor crecimiento (Figura 75). En el mutante sch9Δ 
los genes relacionados con la actividad oxidoreductasa están reprimidos, dentro de los cuales 
cabe destacar el gen CTA1 que codifica una catalasa implicada en la ruptura del peróxido de 
hidrógeno y el gen GPX1, codificante de una glutatión peroxidasa implicada en la reutilización 
del glutatión para evitar la oxidación de proteínas. Estos resultados indican que la respuesta al 
INDUCIDOS 
Categoría GO P-valor LOD Genes 
BIOSÍNTESIS DE AMINOÁCIDOS CELULARES 2.419E-30 1.024 
LEU2, ARG4, ILV5, STR2, ASN2, 
ARG7, IDP1, TRP4, LYS1, ILV3 
BIOSÍNTESIS DE ÁCIDOS CARBOXÍLICOS 9.014E-28 0.895 
LEU2, ARG4, ILV5, SNO1, STR2, 
ASN2, ARG7, IDP1, TRP4, LYS1, ILV3 
BIOSÍNTESIS DE ERGOSTEROL 2.406E-10 1.178 
ERG7, ERG27, ERG2, ERG25, ERG6, 
ERG8, ERG20, ERG13, ERG9, ERG28 
TRADUCCIÓN CITOPLASMÁTICA 3.471E-09 0.449 
RPS1, TMA7, RPS25B, RPL6B, RPP0, 
RPL38, TAE1, RPS0B, THS1, RPL31B 
ACTIVIDAD DE EDICIÓN DE AMINOACIL-tRNAs 1.005E-07 1.923 ILS1, CDC60, NAM2, ISM1, VAS1 
METABOLISMO DE LA QUITINA DE LA PARED 
CELULAR 
1.604E-06 1.100 
CHS1, CHS5, CTS1, BUD7, GFA1, 
BCH2, CHS2, CHS3, BCH1, UTR2 
REPRIMIDOS 
Categoría GO P-valor LOD Genes 
PEROXISOMAS 1.405E-07 0.807 
PEX18, PEX10, CTA1, PEX19, GPX1, 
PEX26, POT1, SPS19, POX1, MSP1 
GENES TRANSCRITOS POR LA RNA 
POLIMERASA II INDUCIBLES POR ESTRÉS 
2.710E-07 0.459 
NRG1, SPP41, SDS3, CRF1, OPI1, 
MIG3, DAT1, IZH2, MED8, YAP5 
ACTIVIDAD OXIDOREDUCTASA 1.911E-06 0.383 
AAD10, YKL070W, YDL114W, CTA1, 
YDR541C, YJR149W, GPX1, TSC10, 
YKL071W, YJR096W 
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estrés oxidativo mediante la detoxificación de las ROS (Reactive Oxygen Species) se encuentra 
disminuida. Por otro lado, genes como GRX4 y GRX7 se encuentran inducidos 9.58 y 7.2 veces, 
respectivamente. Estos genes codifican glutarredoxinas implicadas en la protección frente al 
estrés oxidativo. Por lo tanto, parece que hay un desequilibrio redox en el mutante sch9Δ. La 
expresión reducida de genes relacionados con los peroxisomas sugiere una posible conexión 
entre dichos orgánulos y la longevidad. 
El fenotipo característico del mutante sch9Δ, aparte de presentar una menor LC en 
condiciones de vinificación (Figura 75 y Figura 76), es la acumulación tanto de glicerol como de 
ácido acético. Los análisis transcriptómicos no muestran una inducción de los principales genes 
implicados en la síntesis de glicerol (GPD1/2, GPP1/2) o en su transporte (FPS1, STL1). 
Tampoco se observan genes inducidos implicados en la síntesis de ácido acético; sin embargo, 
la expresión del gen ALD6, principal enzima citosólica implicada en la síntesis de ácido acético 
(Remize et al., 2000), y del gen ACS1, acetil-CoA sintetasa, se encuentran reducidas 4.76 y 6.13 
veces, respectivamente. Se ha descrito que, en vinificación, Ald6p es degradada vía autofagia 
en condiciones de ayuno de nitrógeno (Onodera y Ohsumi, 2004,Orozco et al., 2012c) lo que 










Figura 77. Visualización de la localización de la quitina a lo largo de la fermentación en mosto 
sintético MS75 a diversos tiempos en la cepa silvestre C9 y en el mutante sch9Δ. CFW: 
CalcoFluor White.  
 
1.2. Análisis del efecto de la deleción de genes de potencial interés 
inducidos o reprimidos durante la fermentación en el mutante sch9Δ  
Una vez identificados los niveles de mRNA y, como consecuencia, los genes pertinentes, en 
el mutante sch9Δ junto con las categorías de GO correspondientes, se seleccionaron ciertos 
genes de interés (Tabla 11) para estudiar el efecto de su deleción en el crecimiento, el 
consumo de azúcares reductores y la producción de metabolitos de interés enológico. El gen 
AZR1 se seleccionó ya que, después del gen LEU y el gen YAL064W, fue el gen cuya expresión 
aumentó más en el mutante sch9Δ. AQY2 se seleccionó ya que sus niveles de mRNA estaban 
aumentados mientras que GUT2 y AQY1 por estar disminuidos, Tabla 11. En S. cerevisiae hay 
cuatro acuaporinas divididas en Aqy1p y Aqy2p, las cuales transportan únicamente agua 
(acuaporinas ortodoxas), y Fps1p y Aqy3p, que pueden transportar también glicerol 
(aquagliceroporinas). Las acuaporinas Aqy1p y Aqy2p dependen de la proteína Sch9p pero no 
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los transportadores de glicerol Fps1p y Stl1p (datos transcriptómicos). La expresión de los 
genes que codifican las dos acuaporinas principales de S. cerevisae, AQY1 y AQY2, reprimida 
10.7 veces e inducida 6.7 veces (Tabla 11), respectivamente, es aparentemente contradictoria, 
aunque se ha postulado que Aqy1p y Aqy2p tienen funciones diferentes a pesar de que su 
secuencia coincide en un 88 % (Sidoux-Walter et al., 2004). Backhus et al., (2001) demostraron 
que la expresión de AQY1 aumentaba en ayuno de nitrógeno en comparación con otras 
condiciones lo que podría indicar una regulación transcripcional propia que explicaría la 
aparente contradicción en la expresión de las acuaporinas. El gen GUT2, cuyos niveles de 
mRNA se encuentran reducidos, codifica una glicerol-3-fosfato deshidrogenasa mitocondrial 
implicada en la degradación del glicerol. Además, también se añadieron al estudio los genes 
ADR1 y PEX12, cuyos niveles de mRNA no variaron en el análisis transcriptómico por la 
deleción de SCH9. El gen ADR1 es un factor transcripcional de genes de proteínas 
peroxisomales (categoría de GO de genes cuyos niveles se reducen) mientras que PEX12 
codifica una ubiquitin ligasa esencial para la biogénesis de peroxisomas (Albertini et al., 2001) 
por lo que puede ampliar información de la relevancia de los peroxisomas en vinificación.  
Tabla 11. Genes seleccionados a partir del análisis transcriptómico para análisis posteriores. En 
rojo y verde se muestran la acumulación o reducción del nivel de mRNA, respectivamente, en el 
mutante sch9Δ en comparación con la condición control (C9). La información de los genes es la 
proporcionada por Saccharomyces Genome Database (SGD). Los niveles de mRNA 
correspondientes a los genes ADR1 y PEX12 no se encontraron aumentados o disminuidos en el 





Estadístico p-valor Descripción 
AZR1 YGR224W 22.168 7.210E-09 
Transportador de membrana plasmática implicado 
en la resistencia a azoles y ácido acético 
AQY2 YLL052C 6.736 1.069E-04 
Acuoporina que media el transporte de agua a 
través de las membranas celulares 
AQY1 YPR192W -10.778 2.827E-06 
Acuoporina específica de esporas que media el 
transporte de agua a través de las membranas 
celulares 
GUT2 YIL155C -5.465 4.714E-04 Glicerol-3-fosfato deshidrogenasa mitocondrial 
ADR1 YDR216W — — 
Factor transcripcional de genes de proteínas 
peroxisomales y metabolismo del etanol, glicerol y 
ácidos grasos 
PEX12 YMR026C — — 
Peroxina y ubiquitinligasa requerida para la 
biogenesis de ribosomas y la importación de 
proteínas de la matriz peroxisomal 
En la Figura 78 se muestran los resultados de crecimiento, consumo de azúcares reductores 
y la producción de glicerol obtenidos de la fermentación realizada en MS75 con los mutantes 
gut2Δ, aqy1Δ y aqy2Δ. Los mutantes adr1Δ y azr1Δ no presentaron fenotipos diferenciales 
respecto de la cepa silvestre en condiciones de vinificación (datos no mostrados). Se 
seleccionó el mosto MS75 en vez de MS300 o mosto natural con el objetivo de agudizar los 
fenotipos observados, tal y como se aprecia con el mutante sch9Δ (Figura 75 y Figura 76) y 
porque fue el medio donde se realizó el ensayo transcriptómico. En el panel B (Figura 78) se 
observa que únicamente el mutante aqy2Δ presenta un déficit de crecimiento (menos 
u.f.c./mL); dicho fenotipo no se observa en el mutante aqy1Δ. Como consecuencia de ese
crecimiento reducido, su velocidad en el consumo de azúcares reductores es menor pero es
capaz de finalizar la fermentación. Por tanto, la aquoporina Aqy2p estaría implicada en el
crecimiento en condiciones de vinificación. El defecto de crecimiento es dependiente de medio
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puesto que en YPD el fenotipo es igual a la cepa silvestre y al mutante aqy1Δ (panel D), 
indicando que aqy2Δ carece de una correcta adaptación a las condiciones de fermentación. 
Estos resultados están en concordancia con los obtenidos por Karpel y Bisson (2006) donde la 
deleción del gen AQY1 en el fondo genético UCD 935 no afecta a la capacidad fermentativa en 
condiciones de vinificación.   
La deleción de GUT2 no tiene ningún efecto ni en el crecimiento (panel A) ni el consumo de 
azúcares (panel C) o en la producción de glicerol (panel E). Por lo tanto, no puede explicar el 
aumento en la concentración de glicerol en el mutante sch9Δ. La deleción del gen PEX12 no 
tiene ningún fenotipo significativo en el crecimiento (panel A), el consumo de azúcares (panel 
C) o la producción de glicerol (panel E), indicando que los peroxisomas no son esenciales para 
la fermentación alcohólica del mosto; sin embargo, es el que produce niveles mayores de 
glicerol, por lo que no puede descartarse que, en condiciones específicas, tenga un papel 











Figura 78. Comportamiento fermentativo en mosto sintético MS75 de mutantes de deleción en 
la cepa vínica C9 en genes cuya expresión se ve afectada en el mutante sch9Δ. Curvas de 
crecimiento de los mutantes gut2Δ, pex12Δ, aqy1Δ, aqy2Δ y la cepa silvestre (A) y (B). Consumo 
de azúcares reductores (g/L) durante el proceso de fermentación (C). Curva de crecimiento en 
YPD de los mutantes aqy1Δ y aqy2Δ (D). Glicerol (g/L) determinado al finalizar la fermentación 
vínica (E). Se muestran valores medios y sus desviaciones típicas. Los experimentos se realizaron 
por triplicado.  
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1.3. Implicación de Gcn4p en la longevidad cronológica y en la producción 
de glicerol en condiciones de vinificación 
La categoría de GO más sobrerepresentada en los análisis transcriptómicos del mutante 
sch9Δ es la relacionada con la síntesis de aminoácidos. Los genes que se incluyen en esta 
categoría se encuentran inducidos por el activador transcripcional Gcn4p (Hinnebusch, 2005). 
Aunque en los resultados obtenidos del análisis transcriptómico en condiciones de vinificación 
los niveles de expresión del gen GCN4 no varían, en condiciones de laboratorio sí que se ha 
demostrado una inducción de su traducción (Smets et al., 2008).  
Se realizó tanto la deleción de GCN4 en la cepa silvestre C9 como su sobreexpresión 
mediante el reemplazamiento de su promotor por el promotor regulable MET17 en la cepa C9. 
Se siguió su efecto en la longevidad, consumo de azúcares reductores y producción de 
metabolitos de interés en mosto natural (Figura 79) para poder así comparar con los datos 
obtenidos en la Figura 75, donde se analizó el fenotipo de sch9Δ también en mosto natural. La 
sobreexpresión de GCN4 se realizó debido a la inducción de genes de biosíntesis de 
aminoácidos y a una mayor producción de glicerol en el mutante sch9Δ. El promotor MET17 
suprime la regulación a nivel traduccional de GCN4, pasando a ser su expresión dependiente 
de la presencia de aminoácidos azufrados. Trabajos previos en nuestro laboratorio han 
demostrado que la sobreexpresión de genes relacionados con la longevidad mediante el 
promotor MET17 constituye una herramienta muy eficaz para modificar la longevidad y la 
producción de metabolitos en condiciones de vinificación (Orozco et al., 2013).  
La deleción de GCN4 no tiene ningún impacto en la LC (Figura 79 panel B) o en el consumo 
de azúcares reductores (panel C) pero el mutante sí muestra un ligero déficit en el crecimiento 
(panel A). Aunque el mosto presenta la mayor parte de aminoácidos necesarios para el 
crecimiento de S. cerevisiae parece que la síntesis de novo de algunos son necesarios para 
conseguir un crecimiento óptimo. En cuanto a los metabolitos de interés enológico, gcn4Δ 
presenta una menor producción de glicerol (panel E) respecto de la cepa silvestre mientras que 
los niveles de etanol (panel D) y ácido acético (panel F) se mantienen similares a C9 lo que 
sugiere que el metabolismo de los aminoácidos no influye en la finalización de la fermentación 
alcohólica.  
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Figura 79. Papel del factor transcripcional Gcn4p en condiciones de vinificación en mosto 
natural variedad Tempranillo. Curvas de crecimiento de los mutantes indicados en la cepa vínica 
C9. Se representan las unidades formadoras de colonia por mL (u.f.c./mL) a distintos tiempos de 
fermentación (A). Curva de longevidad cronológica obtenida a partir del apartado anterior. Se 
fijó el tiempo 5 como el 100 % de células viables (B). Consumo de azúcares reductores (g/L) 
durante el proceso de fermentación (C). Etanol (g/100 mL) (D), glicerol (g/L) (E) y ácido acético 
(g/L) (F), determinados al finalizar la fermentación vínica. Se muestran valores medios y sus 
desviaciones típicas. Los experimentos se realizaron por triplicado. Se indica con asteriscos las 
diferencias estadísticamente significativas de la media entre la cepa silvestre y los mutantes (* 
P-valor ≤ 0.05; ** P-valor ≤ 0.01; *** P-valor ≤ 0.005). 
La cepa que sobreexpresa GCN4 presenta un déficit de crecimiento, Figura 79 panel A, 
siendo la reducción en dicho crecimiento muy similar a la observada en el mutante sch9Δ. La 
LC (panel B) es ligeramente mayor en dicho mutante indicando que la síntesis de aminoácidos 
puede ser de importancia cuando las células se encuentran en fase exponencial. El consumo de 
azúcares reductores se ve retrasado (panel C) y la concentración ácido acético (panel F) no 
varía; únicamente se observa mayor etanol (panel D) en la cepa que sobreexpresa GCN4. La 
sobreproducción de glicerol (panel E) en la cepa que sobreexpresa GCN4 deja patente que la 
proteína quinasa Sch9p puede estar regulando la producción de glicerol a través del activador 
transcripcional Gcn4p. Con el objetivo de ahondar más en la relación entre Sch9p y Gcn4p se 
construyó el doble mutante de deleción en la cepa C9 y se realizó una vinificación en mosto 
natural. El doble mutante presentaba tal déficit de crecimiento que no llegaba a implantarse 
en el mosto y, por tanto, todas las vinificaciones realizadas terminaban por contaminarse 
(datos no mostrados) por lo que no fue posible analizar su fenotipo en nuestras condiciones. El 
mutante gcn4Δ durante la fermentación en mosto natural presenta una reducción de glicerol, 
a diferencia del sobreexpresante, indicando que en estas condiciones el incremento en la 
concentración de glicerol podría estar causado por algunos de los genes activados por Gcn4p. 
La sobreexpresión de GCN4 se comprobó mediante western blot a tiempo 3 y 6 días de 
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fermentación en mosto sintético MS300 (Figura 80), medio más similar al mosto natural donde 
se analizaron inicialmente los fenotipos del mutante gcn4Δ y la cepa sobreexpresante de GCN4 








Figura 80. Análisis de la sobreexpresión del gen GCN4 mediante western blot en mosto sintético 
MS300. La tinción con Coomassie se utilizó con control de carga.  
1.4. Implicación de Sch9p en la producción de glicerol a través de la 
localización y expresión de Gpd1p 
El glicerol es considerado un subproducto de la fermentación y, por tanto, está implicado 
en el metabolismo del carbono en S. cerevisiae. Bajo condiciones aerobias puede utilizarse 
como fuente de carbono y en cualquier circunstancia mantiene la ósmosis gracias a que actúa 
como osmolito compatible. Además, su precursor el glicerol-3-fosfato participa en la síntesis 
de glicerolípidos. Desde el punto de vista de la regulación metabólica, la biosíntesis del glicerol 
es, sin embargo, mucho más importante dado que su producción a partir de la 
dihidroxiacetona- P está acoplada a la reoxidación del NADH a NAD+, mecanismo que permite 
contribuir a la recuperación de coenzima oxidado y así mantener un flujo glicolítico elevado en 
condiciones de fermentación alcohólica (Larsson et al., 1998; Nevoigt y Stahl, 1997). Las 
reacciones implicadas en la síntesis de glicerol se muestran en la Figura 81. A destacar los 
genes GPD1 y GPD2 que codifican la enzima glicerol-3-fosfato deshidrogenasa. Mientras que 
GPD1 se induce como consecuencia de una elevada osmolaridad o choque térmico, un 
mutante deficiente en GPD2 no puede crecer en condiciones anaerobias (Ansell et al., 1997). 
Además, la localización de ambos difiere en función de las condiciones ambientales (Valadi 
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Figura 81. Metabolismo del glicerol en S. cerevisiae. Se indican los genes implicados en la 
síntesis de glicerol. En rojo se muestran los genes cuyos niveles de mRNA se encuentran 
aumentados o reducidos procedentes del análisis transcriptómico del mutante sch9Δ respecto 
de la cepa silvestre. Adaptado de Nevoigt y Stahl, (1997). 
Los resultados transcriptómicos muestran unos niveles de expresión mayores de GPD2 (3.9 
veces mayor) en el mutante sch9Δ lo que podría explicar, en parte, su mayor concentración de 
glicerol. Sin embargo, Remize et al., (2003) demostraron que la formación de glicerol en 
condiciones de fermentación se debe principalmente a Gpd1p y no a Gpd2p, el cual no tiene 
ningún impacto en la fermentación alcohólica. Por otra parte, aunque el gen GUT2 se 
encuentra reprimido en los análisis transcriptómicos (Tabla 11), se ha demostrado que su 
deleción no tiene ningún efecto en la producción de glicerol durante la fermentación vínica 
(Figura 78). Los demás genes implicados en la síntesis o degradación de glicerol (GPD1, GPP1, 
GPP2 y GUT1) no muestran cambios en sus niveles (datos transcriptómicos).  
Los niveles de mRNA del gen GPD2 junto con una reducción de los niveles del gen GUT2, 
genes implicados en la síntesis de glicerol, no bastan para explicar la mayor acumulación en el 
mutante sch9Δ. Una posible explicación es que la enzima Gpd1p, enzima principal encargada 
de la síntesis de glicerol en condiciones de vinificación, presente una regulación 
postranscripcional o una localización diferente que regule su actividad. Para corroborarlo, se 
siguió la localización de Gpd1p gracias a su etiquetado con la proteína GFP (Green Fluorescent 
Protein) durante la vinificación en MS75 (Figura 82), medio donde se realizó el análisis 
transcriptómico. Trabajos previos en nuestro laboratorio también han estudiado la regulación 
de GPD1 a nivel postranscripcional a través de las proteínas de unión a mRNA, como Pub1p 
(Orozco et al., 2016). Tal y como se observa, Gpd1p se localiza en acúmulos de la proteína de 
fusión a lo largo de la vinificación en las cepas analizadas. Sin embargo, el número de gránulos 
es mayor en el mutante sch9Δ que en la cepa silvestre y permanecen durante más tiempo.  
Debido a la conexión obtenida en los análisis transcriptómicos donde se relaciona la 
proteína quinasa Sch9p con la formación de peroxisomas se analizó del mismo modo un 
mutante de deleción en PEX12. De esta forma, se analizó si los acúmulos observados eran en 
realidad peroxisomas, dado que la localización de Gpd1p en peroxisomas bajo condiciones de 
estrés ya había sido propuesta anteriormente (Jung et al., 2010). Tal y como se ha comentado 
en el apartado anterior, PEX12 es necesario para la formación de peroxisomas por lo que un 
mutante deficiente no puede sintetizarlos. En el panel B de la Figura 82 se sigue detectando la 
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proteína de fusión Gpd1p-GFP pero no en acúmulos. Estos resultados sugieren que Gpd1p se 
encuentra en los peroxisomas en condiciones de vinificación.  
Para evaluar si la localización de Gpd1p en los peroxisomas induce una mayor estabilidad 
de la proteína se analizaron los niveles de Gpd1p mediante western blot en las mismas 
condiciones (Figura 82 panel C) utilizando un anticuerpo frente a GFP. Los resultados muestran 
unos niveles mayores de Gpd1p en el mutante sch9Δ en los tres días analizados, aunque a 
tiempo 7 las diferencias no son tan claras. La presencia de bandas de menor tamaño a Gpd1p 
sugieren degradación de la proteína etiquetada. Lakhani et al., (2014) indicaron que la ruptura 
de la etiqueta GFP de la proteína Pot1p implica autofagia, en concreto degradación de 
peroxisomas, proceso conocido como pexofagia. La proteína GFP libre indicada con una flecha 
en el panel C podría indicar una menor autofagia en el mutante sch9Δ que en la cepa silvestre. 
El ácido γ-aminobutírico (GABA) inhibe la pexofagia a través de Sch9p (Lakhani et al., 2014) por 
lo que en condiciones de vinificación Sch9p puede promover la degradación de peroxisomas 
afectando así a la cantidad de proteína Gpd1p y, como consecuencia, su concentración. Sea 
cual sea el mecanismo de regulación de los niveles de Gpd1p, el hecho de que el mutante 
sch9Δ presente niveles elevados, aunque sea transitoriamente, es posiblemente la causa de la 









Figura 82. Visualización de la proteína Gpd1p, tanto su localización como sus niveles, a través de 
la construcción Gpd1p-GFP en condiciones de vinificación en MS75. Análisis de la proteína 
Gpd1p fusionada a GFP mediante microscopía de fluorescencia del mutante sch9Δ y la cepa 
silvestre a tiempo 1, 4 y 7 días de fermentación en mosto sintético MS75 (A). Mismo análisis 
para el mutante pex12Δ (B). Cuantificación de Gpd1p mediante western blot con un anticuerpo 
anti-GFP en los extractos proteicos procedentes de las cepas analizadas en el panel A (C). Se 
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1.5. Efecto de la deleción de SCH9 en la respuesta a estrés  
Al presentar el mutante sch9Δ una mayor concentración de glicerol, tanto en condiciones 
de laboratorio como en condiciones de vinificación, se procedió a determinar si dicha 
mutación proporcionaba una mayor resistencia a los estreses típicos de la fermentación en 
fase estacionaria. Se analizaron los estreses de células en cultivo estacionario en YPD a estrés 
térmico (46 °C), estrés salino (1 M NaCl), estrés por etanol (10 %) y estrés oxidativo en 
presencia de peróxido de hidrógeno (30 % v/v) mediante inhibición en placa. Los resultados se 
muestran en la Figura 83.  
No se observan diferencias respecto al estrés térmico y al estrés por etanol (panel A). El 
mutante sch9Δ es más sensible al estrés salino indicando que la proteína quinasa Sch9p está 
implicada en la adaptación frente a NaCl, tal y como está descrito en cepas de laboratorio 
(Pascual-Ahuir y Proft, 2007a,b). Respecto al estrés oxidativo (panel B), sch9Δ es el mutante 
que presenta más sensibilidad, resultados que no concuerdan con los obtenidos en cepas de 
laboratorio (Fabrizio, 2001; Huang et al., 2012) donde la deleción de SCH9 confiere una mayor 
resistencia al peróxido de hidrógeno. Mascarenhas et al., (2008) mostraron que el estrés 
oxidativo causado por peróxido de hidrógeno causa una inducción transcripcional del gen 
GCN4 y que, por tanto, un mutante deficiente en dicho gen es más sensible a dicho estrés, tal y 
como se muestra en nuestras condiciones. La sobreexpresión del gen GCN4 no presenta 
fenotipo diferente para la tolerancia al estrés oxidativo y, al igual que su deleción, es más 
sensible al estrés osmótico. De modo que la implicación de Gcn4p en la resistencia al estrés 
depende de la naturaleza del estrés aplicado y no parece correlacionar con la producción de 
glicerol mientras que la proteína quinasa Sch9p parece estar implicada en la respuesta a estrés 





Figura 83. Efecto de los estreses típicos de la fermentación en fase estacionaria en el 
crecimiento de los mutantes sch9Δ, gcn4Δ y la cepa que sobreexpresa el gen GCN4 junto con la 
cepa silvestre C9 (wt). Supervivencia después de la incubación de los mutantes indicados en YPD 
a 46 °C, 1 M NaCl y 10 % Etanol (A). El número de viables se midió mediante crecimiento en 
placa de YPD antes y después de la aplicación del estrés. Inhibición del crecimiento mediante la 
cuantificación del halo de inhibición de células en fase estacionaria en presencia de peróxido de 
hidrógeno 30 % (v/v) (B). Los experimentos se realizaron por triplicado. Se muestran valores 
medios y sus desviaciones típicas. Se indica con asteriscos las diferencias estadísticamente 
significativas de la media entre la cepa silvestre y los mutantes (* P-valor ≤ 0.05;                         
** P-valor ≤ 0.01; *** P-valor ≤ 0.005).  
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1.6. Efecto diferencial de Sch9p y Gcn4p en el metaboloma en condiciones 
de vinificación 
La proteína quinasa Sch9p está implicada en la LC, en la producción de metabolitos de 
interés enológico, sobre todo glicerol, y como ya se ha comentado anteriormente, su deleción 
implica una remodelación de la expresión génica, siendo de importancia, el aumento de los 
niveles de la proteína Gpd1p. Para obtener una visión global de la función de SCH9 se procedió 
a realizar un análisis metabolómico del mutante de deleción en dicha proteína quinasa a partir 
de muestras procedentes de vinificación en MS300 a tiempo 5 días de fermentación. En este 
caso, y a diferencia del análisis transcriptómico, el mosto sintético utilizado fue MS300 y no 
MS75, condiciones más estándar de vinificación que pueden ser comparadas con trabajos 
anteriores. Además, vista la relación entre SCH9 y el activador transcripcional GCN4, también 
se añadió al estudio el mutante sobreexpresante de GCN4, que también presenta un aumento 
del glicerol.  
Un resumen de las diferencias encontradas en las cepas analizadas se muestra en la       
Tabla 12. De los 423 metabolitos analizados, 243 presentan niveles diferentes en el mutante 
sch9Δ respecto de la cepa silvestre. De esos 243, 70 se encontraron en mayor concentración y 
173 en menor concentración con un p-valor menor de 0.05. Respecto al sobreexpresante de 
GCN4, los metabolitos cuyos niveles difieren respecto de la cepa silvestre son 256, ligeramente 
superior a los de sch9Δ. De esos 256, 147 se encuentran en mayor concentración y 109 en 
menor concentración. Al comparar sch9Δ con PMET17-GCN4, únicamente se encuentran 50 
metabolitos en mayor concentración en el mutante sch9Δ mientras que 146 se encuentran en 
menor concentración. Mientras la sobreexpresión de GCN4 causa más cambios por aumento 
de acumulación de metabolitos que por disminución (147|109), la deleción de SCH9 causa más 
cambios de disminución de acumulación que de aumento (70|173). Los datos globales y 
totales del metaboloma realizado se pueden encontrar en el material suplementario de Vallejo 
et al., (2017a) mientras que en la Tabla 13 se muestran los principales metabolitos cuyos 
niveles intracelulares varían y se comentan a lo largo de este apartado.  
Tabla 12. Comparación de los números de metabolitos cuyos niveles varían procedente del 
análisis metabolómico en sch9Δ y PMET17-GCN4 y la respectiva cepa silvestre (C9). Los resultados 
se analizaron mediante el test estadístico de Welch. En rojo y verde se muestra el número de 
metabolitos cuya concentración aumenta o disminuye, respectivamente, en relación a la cepa 
de referencia.  
 Comparación Estadística 
Prueba t de dos muestras 
de Welch 
PMET17-GCN4 sch9Δ sch9Δ 
WT WT PMET17-GCN4 
Metabolitos totales 
 p≤0.05 
256 243 196 
Metabolitos 




32 38 28 
Metabolitos 
21 | 11 16 | 22 11 | 17 
(↑↓) 
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En el panel A de la Figura 84 se muestra un análisis de componentes principales (PCA) 
donde se observan los perfiles de la cepa silvestre C9, el mutante sch9Δ y el mutante que 
sobreexpresa el gen GCN4, incluidas las réplicas. Cada grupo analizado presenta un perfil 
diferente conformado por las cinco réplicas analizadas. Queda patente que ambas 
modificaciones genéticas tienen un impacto global diferente en el metaboloma, aunque 
coincidan en la sobreproducción de glicerol.  Respecto a ambas manipulaciones genéticas, la 
mayor parte de metabolitos asociados con el metabolismo energético, en concreto, la 
glicólisis, TCA y la ruta de las pentosas, se encuentran en baja concentración respecto de la 
cepa control, a excepción del isocitrato, Figura 84 panel B. 
Respecto a la deleción del gen SCH9, los aminoácidos proteinogénicos (a excepción de 
glutamato, lisina y aspartato) también se encuentran en menor proporción en el mutante 
sch9Δ con respecto a la cepa silvestre (Tabla 13), lo que puede causar un aumento de la 
transcripción de genes implicados en la biosíntesis de aminoácidos como mecanismo 
compensatorio (Tabla 10). La acumulación de solutos compatibles como aminoácidos, azúcares 
o polialcoholes junto con derivados de aminas cuaternarias como la betaína, colina y 
trigonelina, indicadores de estrés osmótico, se encuentran o bien reducidos o no presentan 
cambios (Tabla 13) indicando que no hay indicios de estrés osmótico en el mutante sch9Δ. Esto 
podría explicar la menor supervivencia a estrés salino observada en el panel A de la Figura 83. 









Figura 84. Influencia de la deleción del gen SCH9 y la sobreexpresión de GCN4 en el 
metabolismo en estado estacionario durante vinificación en mosto sintético MS300. Análisis de 
los componentes principales (PCA) de las cepas analizadas en los análisis metabolómicos (A). 
Metabolitos cuyos niveles varían en sch9Δ y PMET17-GCN4 implicados en la glicólisis y el ciclo de 
los ácidos tricarboxílico (TCA) (B). En rojo y verde se muestran los metabolitos que tienen una 
mayor o menor abundancia respectivamente en comparación con la cepa silvestre con un 
estadístico de p≤ 0.05. En negro, los metabolitos cuyos niveles no varían y en gris, los no 
detectados. 
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Los ácidos grasos hidroxilados (2-hidroxipalmitato, 2-hidroxiestearato, 3-hidroximiristato,   
3-hidroxipalmitato, 3-hidroxiestearato, 9-hidroxiestearato) se acumulan en el mutante sch9Δ 
más que en la cepa control (Tabla 13), lo que es un indicativo de estrés oxidativo, en concreto, 
de la peroxidación de la membrana plasmática (Halliwell y Gutteridge, 1986). Sin embargo, los 
metabolitos relacionados con el metabolismo del glutatión, implicado en la protección frente a 
estrés oxidativo, se encuentran en menor cuantía en el mutante, lo que podría estar 
relacionado con la menor acumulación de aminoácidos. Conjuntamente estos datos sugieren 
que el mutante sch9Δ podría tener afectada la respuesta a estrés oxidativo, lo que es 
consistente con su mayor sensibilidad al peróxido de hidrógeno, Figura 83 panel B.  
El mutante sch9Δ presenta niveles elevados de fosfolípidos, esfingolípidos, esteroles como 
el fucosterol y el ergosterol, y bajos de glicerol-3-fosfato y colina (Tabla 13), entre otros, lo que 
podría afectar a la composición y estructura de su membrana plasmática, cuya correcta 
remodelación es importante para hacer frente a las condiciones físico-químicas específicas de 
la vinificación. La proteína quinasa Sch9p estaría implicada en dicha remodelación y 
adaptación a las condiciones ambientales. La acumulación de ergosterol (Tabla 13), obtenida 
del análisis metabolómico, correlaciona con la acumulación de mRNA correspondientes a 
genes implicados en la síntesis de ergosterol detectada en el análisis transcriptómico (Tabla 
10). El conjunto de estos resultados sugieren una conexión entre la síntesis de lípidos y la 
respuesta frente al ayuno de nitrógeno a través de la proteína Sch9p. Otros estudios globales 
han mostrado que la deleción de SCH9 tiene como consecuencia una disminución de la 
transcripción de genes relacionados con la síntesis de ergosterol, sugiriendo que desequilibrios 
entre la señalización de la disponibilidad de nitrógeno y el metabolismo de los lípidos afectan 
en gran medida a la viabilidad celular (Tesnière et al., 2013). Sin embargo, la diferencia de 
condiciones de crecimiento entre dichos experimentos, realizados en mostos con limitación de 
lípidos y exceso de nitrógeno, y nuestro estudio puede justificar la aparente discrepancia. La 
mayor acumulación de ergosterol que se observa en el mutante sch9Δ en nuestras condiciones 
podría reflejar una respuesta a un posible desequilibrio lipídico en dicho mutante, que valdría 
la pena investigar.  
Respecto a la sobreexpresión del gen GCN4, los resultados obtenidos son consistentes con 
su función de activador transcripcional de genes codificantes de enzimas implicadas en la 
síntesis de aminoácidos, ya que produce niveles elevados de la mayor parte de aminoácidos 
respecto de la cepa silvestre, especialmente de glutamato, precursor de otros compuestos 
nitrogenados, y aspartato (Tabla 13). Los niveles de prolina y glutamina no se ven afectados a 
pesar de ser derivados del glutamato. También se observaron niveles elevados de aminoácidos 
aromáticos y compuestos procedentes del catabolismo del triptófano, de la fenilalanina, la 
tirosina y de la lisina indicando que Gcn4p afecta también al catabolismo de los aminoácidos. 
Intermediarios del metabolismo de la leucina (2-isopropilmalato), la fenilalanina                       
(4-hidroxifenilpiruvato) y la metionina (homocisteína) se encuentran en niveles elevados 
mientras que otros metabolitos también intermediarios de los mismos aminoácidos se 
encuentran en niveles reducidos (o-acetilhomoserina e histidinol) (Tabla 13). La acumulación 
de γ-glutamil aminoácidos, de una reducción de disulfuro de cisteinglutatión, oftalmato y 
cisteinglicina y de unos niveles no alterados de glutatión reducido y oxidado sugieren que el 
transporte de γ-glutamil aminoácidos se encuentra aumentado indicando que las células 
utilizan los aminoácidos que forman parte de análogos del glutatión, como el oftalmato, para 
satisfacer los requerimientos de nitrógeno celulares (J. Jaspers et al., 1985; Mehdi y Penninckx, 
1997) .  
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Los niveles elevados de aminoácidos proteinogénicos junto con la disminución de la 
concentración de intermediarios glicolíticos indican que la sobreexpresión de GCN4 conduce a 
una biosíntesis de novo de aminoácidos a expensas de esqueletos carbonatados procedente de 
la glicólisis, si bien es cierto que el catabolismo de los aminoácidos también parece estar 
implicado en menor medida. 
Tanto en el mutante sch9Δ como en la cepa que sobreexpresa el gen GCN4, PMET17-GCN4, 
los metabolitos relacionados con el metabolismo del carbono, especialmente la glicólisis se 
encuentran en menor concentración (Figura 84 panel B), lo que conlleva también cambios en 
la concentración de azúcares (Tabla 13). En el panel A de la Figura 85 se muestran los 
metabolitos implicados en la síntesis de glicerol y los cofactores NAD+ y NADH. Tanto la 
dihidroxiacetona-P como el glicerol-3-P, ambos precursores del glicerol, presentan niveles 
inferiores respecto de la cepa silvestre. No se observan diferencias significativas en la 
concentración intracelular de glicerol en la cepa silvestre, el mutante sch9Δ ni en la cepa que 
sobreexpresa el gen GCN4 (PMET17-GCN4); sin embargo, la concentración de glicerol extracelular 
en sch9Δ y la cepa que sobreexpresa el gen GCN4 es mayor que la observada 
intracelularmente lo que podría explicarse por diferencias en el transporte. La relación entre 
NAD+/NADH está altamente regulada ya que constituye el poder reductor de la célula. No se 
observan diferencias en los niveles de NAD+ en ambas cepas y los niveles de NADH son 
ligeramente inferiores que en la cepa silvestre (Figura 85 panel A). Los niveles de polisacáridos 
de reserva también varían en ambas cepas. En el panel B de la Figura 85 se muestra que los 
niveles de trehalosa son menores, lo que podría explicar la menor tolerancia del mutante 
sch9Δ a ciertos estreses. Los monosacáridos fosforilados, precursores de polisacáridos, 
también se encuentran reducidos en estos mutantes y, en una tinción con yoduro se observó 
que el mutante sch9Δ acumula menos glucógeno, Figura 85 panel C, mientras que PMET17-GCN4 
y el mutante gcn4Δ lo acumulan con normalidad. Dado el papel del glucógeno en condiciones 
de ayuno de fuente de carbono, esta diferencia entre los mutantes sch9Δ y gcn4Δ puede 












Figura 85. Acumulación intracelular de los metabolitos en condiciones de vinificación en MS300 
de la cepa silvestre (gris), el mutante sch9Δ (verde) y la cepa que sobreexpresa el gen GCN4 
(azul). Acumulación de metabolitos relacionados con la síntesis de glicerol y niveles de NAD+ 
(dinucleótido de nicotinamida y adenina) y NADH (dinucleótido de nicotinamida y adenina 
reducido) en las cepas anteriormente indicadas (A). Acumulación de metabolitos relacionados 
con la producción de polisacáridos y trehalosa en las mismas cepas (B). Tinción con yoduro de 
las cepas analizadas en los apartados anteriores (C). El glucógeno se detectó por tinción con 
vapores de iodo de las cepas cultivadas durante 2 días hasta que se obtuvo el color visualizado.   
 
Tabla 13. Metabolitos principales cuyos niveles intracelulares varían entre el mutante sch9Δ o la 
cepa que sobreexpresa el gen GCN4 y la cepa silvestre (C9, WT). En rojo y verde se muestran los 
metabolitos que tienen una mayor o menor abundancia, respectivamente, en comparación con 
la condición control con un estadístico de p≤ 0.05. En rosa claro y verde claro se muestran los 
metabolitos que tienen una mayor o menor abundancia respectivamente con respecto al 
control con un estadístico p≤ 0.1. En negro, los metabolitos cuyos niveles no varían. * indica 
compuestos que no han sido confirmados frente a un estándar. GPC: Glicerofosforilcolina; GPE: 
Glicerofosforetanolamina; GPS: Glicerofosfoserina; GPG: Glicerofosfoglicerol. 
 






Alanina  0.67 1.05 
Arginina  0.58 0.73 
Asparagina 0.75 1.25 
Aspartato  1.02 1.31 
Cisteína  0.43 0.57 
Fenilalanina 0.66 1.13 
Glicina  0.65 1.03 
Glutamato  0.97 2.0 





Histidina  0.67 1.42 
Isoleucina  0.64 0.95 
Leucina 0.69 1.15 
Lisina  1.03 5.3 
Metionina  0.74 1.45 
Prolina  0.64 0.92 
Serina  0.68 1.53 
Tirosina  0.59 1.67 
Treonina 0.84 1.28 
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Triptófano  0.59 1.33 
Valina  0.75 1.13 
Glutamina 0.66 0.93 
Derivados de aminas cuaternarias 
Betaína 0.75 0.67 
Colina 0.42 0.98 
Trigonelina 0.96 0.44 
Metabolismo de sacarosa, glucosa y fructosa  
6-fosfogluconato 0.68 1.06 
Fructosa 0.63 0.84 
Galactonato 0.17 1.31 
Gluconato 0.42 2.35 
Manosa-6-fosfato 0.14 0.2 
Rafinosa 0.46 0.59 
Ramnosa 0.32 0.29 
Trehalosa 0.26 0.26 
Trehalosa 6-fosfato 0.26 0.46 
Polialcoholes 
Arabitol/Xilitol  0.53 0.27 
Eritritol 0.78 1.86 
Manitol/Sorbitol 0.38 1.69 
Ácidos grasos hidroxilados  
2-hidroxiestearato 8.38 3.5 
2-hidroxipalmitato 6.51 3.34 
3-hidroxiestearato 5.79 5.67 
3-hidroximiristato 3.82 5.13 
3-hidroxipalmitato 5.55 12.99 























1-estearoil-GPG (18:0) 1.91 1.39 
1-estearoil-GPI (18:0) 1.11 1.13 
1-estearoil-GPS (18:0)* 2.16 0.28 
   











1-oleoil-GPC (18:1) 1.56 0.65 
1-oleoil-GPE (18:1) 4.39 1.33 
1-oleoil-GPI (18:1)* 1.62 0.51 




















1-palmitoil-GPC (16:0) 1.48 1.12 
1-palmitoil-GPE (16:0) 1.87 0.88 
1-palmitoil-GPG (16:0)* 1.43 1.03 

















1-palmitol-GPS (16:0)* 3.72 0.8 
1-stearoil-GPC (18:0) 2.08 0.94 
1-estearoil-GPE (18:0) 1.24 0.57 
2-dimetilaminoetanol 0.78 0.65 















Glicerol 3-fosfato 0.67 0.31 
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3-cetosfinganina 5.37 5.2 
Esfinganina 3.6 3.15 
Esfinganina-1-fosfato  3.65 0.81 
Esfingosina 2.58 1.62 
Fitosfingosina 4.82 2.21 
Esteroles 
Ergosterol 2.06 1.88 
Fucosterol 2.87 2.04 
Aminoácidos aromáticos  
3-(4-hidroxifenil)lactato 0.92 4.31 
4-hidroxifenilpiruvato 3.39 14.86 
Fenetilamina 0.95 1.25 
Fenillactato (PLA) 0.82 5.38 
Fenilpiruvato 2.77 6.78 
Indolelactato 0.69 0.78 
Metil indol-3-acetato 2.24 4.08 
N-acetilfenilalanina 0.79 1.56 
N-acetiltirosina 0.65 3.49 
N-acetiltriptofano 1.06 0.78 
N-formilfenilalanina 1.63 1.49 
Picolinato  0.7 0.84 
Quinato  0.43 0.15 
Quinurenato 1.72 2.72 
Quinurenina 0.64 0.22 
Siquimato  0.25 0.85 
Triptamina 0.28 6.07 
Xanturanato  5.28 15.32 
Catabolismo aminoácidos  
2-isopropilmalato 1.11 1.77 
4-hidroxifenilpiruvato 3.39 14.86 
Histidinol 0.15 0.03 
Homocisteína 4.22 3.89 
o-acetilhomoserina  0.73 0.22 
Metabolismo del glutatión  
5-oxoprolina 0.97 0.98 







gamma-glutamilalanina 1.28 5.48 











































Oftalmato  0.37 0.62 
S-lactoilglutatión 0.6 1.29 
S-metilglutatión 0.53 0.96 
    
 
 
1.7. Análisis fenómico de la deleción de Sch9p y de mutantes relacionados 
en condiciones de vinificación  
Tal y como se ha mostrado anteriormente, la proteína quinasa Sch9p está implicada en la 
producción de glicerol y otros metabolitos de interés enológico. Además, su deleción modifica 
tanto el perfil de expresión génica como la acumulación de ciertos metabolitos. Para 
profundizar en la función de SCH9 en condiciones de vinificación se llevó a cabo un análisis 
fenómico mediantes fermentaciones estandarizadas a gran escala durante la estancia en el 
laboratorio del Dr. Philippe Marullo. Se analizaron tanto parámetros cinéticos como enológicos 
(indicados más adelante) del mutante sch9Δ, dentro de un estudio más amplio que incluye 
genes representantes de las principales rutas de respuesta a nutrientes (ver más abajo). 
Además, en este caso, se añadieron al estudio los mutantes tor1Δ, gcn2Δ, gcn4Δ, adr1Δ, ypk3Δ 
y gtr1Δ. TOR1, YPK3 y GTR1 pertenecen a la ruta del complejo TORC1. Los mutantes de 
deleción en genes implicados en el control general de aminoácidos (gcn2Δ y gcn4Δ) se 
incluyeron debido a la interacción entre los genes SCH9 y GCN4 que se definió en apartados 
anteriores. Por otra parte, los resultados de los análisis transcriptómico y metabolómico 
indicaron que el metabolismo de los ácidos tricarboxílicos estaba alterado en el mutante 
sch9Δ, al igual que las proteínas peroxisomales. Por ello, también se añadió al análisis 
fenómico el mutante adr1Δ ya que es uno de los principales factores transcripcionales que 
actúa en la biogénesis de peroxisomas y en el metabolismo de fuentes de carbono alternativas, 
como el glicerol o el etanol. 
 El análisis se realizó en mosto Sauvignon Blanc en tres condiciones diferentes: mosto 
suplementado (250 mg/L YAN) en agitación (S:Normal) o en estático (NS:Normal) o bien con el 
mosto sin suplementar (100 mg/L YAN) y, por tanto, con baja concentración de nitrógeno en 
condiciones estáticas (NS:Low). La condición NS:Normal es la más parecida a las condiciones de 
fermentación en bodega por lo que puede considerarse como la condición de referencia; la 
condición S:Normal permite determinar el efecto del oxígeno y la influencia de la respiración; y 
la condición NS:Low se considera un ayuno relativo de nitrógeno. Por motivos técnicos, el 
mutante tor1Δ únicamente pudo medirse en condiciones de no agitación en el mosto no 
suplementado. El progreso de la fermentación se siguió midiendo la pérdida de peso y los 
parámetros cinéticos (lp, t35/50/80-lp, v50_80) se determinaron a partir de las curvas de 
crecimiento. Los parámetros enológicos, determinados mediante kits comerciales en una 
plataforma automatizada, fueron el ácido acético, el glicerol, el ácido málico, el piruvato, el 
SO2, la glucosa y la fructosa. 
En la Figura 86 se muestra un análisis global de las fermentaciones realizadas con los 
mutantes anteriormente comentados. El análisis de componentes principales (panel A) 
muestra la agrupación de las cepas analizadas mediante el eje horizontal, cuya varianza es 
mayor (más información), y el eje vertical, el cual agrupa el siguiente valor de varianza menor 
que PC1. En este caso, el 66 % de la varianza de los datos (46.6 PC1 y 19.4 % PC2) es recogida 
en los dos componentes principales. En el PCA, la correlación positiva o negativa de las 
muestras analizadas frente a los componentes principales viene determinada por el signo de 
ese componente principal. En el caso de la condición NS:Normal (color verde), más similar a las 
condiciones de fermentación industrial, se observa que las cepas analizadas se agrupan en los 
valores negativos del eje PC1 pero respecto al eje PC2 tanto el mutante sch9Δ como gcn4Δ 
muestran una agrupación diferente, ya que presentan valores positivos y el resto de las cepas 
analizadas (C9, adr1Δ y gcn2Δ) valores negativos.  En medio pobre en nitrógeno (NS:Low, color 
rojo) las deleciones de los genes SCH9 y TOR1 difieren más del silvestre que gcn2Δ o gcn4Δ, 
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sugiriendo que la señalización a través de TORC1 es más relevante que el GAAC en estas 
condiciones. La oxigenación causada por la agitación (S:Normal, color azul) tiene un efecto 
importante, pero opuesto, en el mutante sch9Δ y los mutantes gcn2Δ, gcn4Δ y adr1Δ, que se 
encuentran agrupados. En el panel B se muestra el círculo de correlación de los parámetros 
analizados durante la fermentación. La longitud de la flecha indica la aportación de cada 
parámetro a la agrupación observada en el PCA del panel A. Cuanto más lejos esté del origen 
(mayor longitud de la flecha) mayor representación presentará dicho parámetro en el PCA 
mostrado en el panel A. Como consecuencia, cuantos más componentes principales se 
necesiten para definir un parámetro analizado, más cerca del origen del círculo de correlación 
se encontrará (flecha más corta). Por otra parte, hay que fijarse en la relación de las variables y 
su posición en el gráfico. Si las variables están cerca (ángulo pequeño), la relación es positiva; 
si el ángulo es de 90 °, no hay relación alguna; mientras que si están en lados opuestos (ángulo 
180 °), la relación es negativa. A destacar la correlación positiva observada entre la fase de 
latencia (lp) y el glicerol en los mutantes analizados en las tres condiciones experimentales. Los 
tiempos para liberar el 35, 50 y 80 % de CO2, debido a la agrupación conjunta que presentan, 
se correlacionan positivamente. También se observa cierta correlación positiva de los 
parámetros anteriormente comentados (t35-50-80-lp) con la fructosa residual (Fru_Dil20); sin 
embargo, al igual que para la glucosa residual (Glu_Dil20), la corta flecha observada indica que 
dichos parámetros presentan mayor variabilidad de los datos por lo que la correlación 
observada de estos parámetros con el resto es débil.  El piruvato y el CO2 se encuentran en 
lados completamente opuestos, reflejando la relación metabólica negativa entre ambos 
parámetros, aunque los datos de CO2 no se representan adecuadamente por el componente 
principal 1 y 2 (flecha corta).  
 
Figura 86. Análisis fenómico de los mutantes de deleción en genes del control general de 
aminoácidos y de la ruta TOR en vinificación en mosto Sauvignon Blanc. Análisis de 
componentes principales (PCA) de los triplicados de los mutantes adr1Δ, gcn2Δ, gcn4Δ, sch9Δ y 
tor1Δ (A). Gráfico de correlación donde se muestran todos los parámetros, tanto cinéticos como 
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enológicos, medidos durante la fermentación (B). Condiciones analizadas: no agitación 
nitrógeno normal (NS:Normal, Not Shaken: Normal, verde), agitación nitrógeno normal 
(S:Normal, Shaken: Normal, azul) y no agitación nitrógeno bajo (NS:Low, Not Shaken:Low, rojo). 
Parámetros analizados: fase de latencia (lp), tiempo para liberar el 35, 50 y 80 % de CO2max sin 
tener en cuenta lp (t35/50/80-lp), velocidad de producción media de CO2 entre el 50 y el 80 % 
de CO2max (vitesse 50 80), glicerol (glycerol), piruvato (pyruvate), ácido málico (malicacid), CO2 
(CO2 máximo teórico), SO2 (dióxido de azufre), ácido acético (aceticacid) y glucosa y fructosa de 
la muestra diluida 20 veces (Glu_dil20 y Fru_dil20). Para simplificar la visualización de los 
resultados obtenidos se ha mantenido la nomenclatura proporcionada por el programa 
informático utilizado. 
En este caso, se ha optado por la representación de los valores normalizados frente a la 
cepa silvestre C9 para poder comparar así todos los mutantes analizados. Los resultados de los 
parámetros más relevantes se muestran en la Figura 87. Tanto los mutantes en el control 
general de aminoácidos (gcn2Δ y gcn4Δ) como el mutante sch9Δ presentan una capacidad 
fermentativa reducida ya que tardan más en liberar el 50 % de CO2 (panel A). Sin embargo, el 
mutante tor1Δ no presenta ningún retraso en la fermentación a pesar de encontrarse en un 
mosto con una concentración de nitrógeno deficiente (NS:Low, rojo). Todos los mutantes son 
capaces de finalizar la fermentación y no se observan diferencias ni en la glucosa ni en la 
fructosa residual (datos no mostrados). Los resultados correspondientes al ácido acético y al 
glicerol son los esperados (paneles B y C) ya que coinciden con los obtenidos previamente para 
el mutante sch9Δ (Figura 75 paneles E y F), acumulación de glicerol y de piruvato. A destacar el 
mutante tor1Δ, que presenta una menor concentración de glicerol, al contrario que sch9Δ, y 
una mayor concentración de ácido acético. El mutante sch9Δ presenta una mayor 
concentración de glicerol y también una mayor concentración de ácido acético en las 
condiciones NS:Low (barra roja) y S:Normal (barra azul). Sin embargo, no presenta una 
acumulación de dichos metabolitos en la condición NS:Normal. Estos resultados no 
concuerdan con los obtenidos anteriormente (Figura 75 panel E y F) donde en mosto 
Tempranillo presenta una acumulación de glicerol y de ácido acético. En dichas condiciones el 
mosto Tempranillo no se encuentra suplementado, por lo que la situación nutricional varía en 
cuanto a la concentración de fuente de nitrógeno. Por otro lado, esa mayor acumulación de 
acético tampoco coincide con lo observado en condiciones de laboratorio, donde la deleción 
sch9Δ induce el catabolismo del ácido acético para promover la acumulación de trehalosa y 
con ello, aumentar la longevidad (Hu et al., 2014). Sin embargo, el aumento de la longevidad 
en condiciones de laboratorio tampoco es un fenotipo de la mutación en el gen SCH9 
observado en condiciones de vinificación. Respecto al piruvato (panel D), el mutante sch9Δ 
presenta una acumulación en todas las condiciones analizadas. La acumulación extracelular de 
piruvato en el mutante sch9Δ sugiere que la proteína quinasa Sch9p está implicada en la 
movilización del piruvato ya que los niveles intracelulares no varían con la deleción (Figura 84 
panel B). Dicha acumulación extracelular pero no intracelular sugiere que parte del piruvato 
intracelular se distribuye a otros destinos metabólicos y la otra parte se excreta al exterior 
mediante mecanismos adicionales de transporte. Al ser un intermediario del metabolismo de 
los azúcares, el piruvato puede ser dirigido hacia el ciclo de los ácidos tricarboxílicos y la 
respiración, hacia la fermentación alcohólica o hacia la carboxilación anaplerótica a 
oxalacetato.  
El ácido málico y el tartárico constituyen hasta el 90 % de los ácidos orgánicos presentes en 
el mosto. El ácido málico es importante pues, al poder ser utilizado como fuente de carbono 
por parte de las bacterias acidolácticas, puede dar lugar a contaminaciones. Además, también 
Resultados y Discusión Capítulo 2 
179 
contribuye  al sabor ácido del vino (Pretorius, 2000). A diferencia de las bacterias ácido lácticas 
las cuales descarboxilan el ácido málico a piruvato, la mayor parte de cepas comerciales de  
S. cerevisiae son incapaces de degradar el ácido málico a lo largo de la fermentación alcohólica
(Volschenk et al., 2006). Como consecuencia, la concentración de ácido málico es muy similar
en todos los mutantes estudiados a excepción de sch9Δ en S:Normal cuya concentración es
menor, coincidiendo con una mayor acumulación de piruvato.
Figura 87. Análisis de parámetros cinéticos y enológicos en vinificaciones en mosto Sauvignon 
Blanc de los mutantes adr1Δ, gcn2Δ, gcn4Δ, sch9Δ y tor1Δ. Los parámetros: tiempo en liberar el 
50 % de CO2 menos la fase de latencia (t50-lp) (A), ácido acético (B), glicerol (C), piruvato (D) y 
ácido málico (E) se expresan en tanto por 1 respecto de la cepa silvestre C9. Se muestran 
valores medios con sus respectivas desviaciones típicas. Los * indican diferencias 
estadísticamente significativas. Las condiciones seleccionadas para las fermentaciones 
alcohólicas fueron: no agitación nitrógeno normal (NS:Normal, NS: Not Shaken), agitación 
nitrógeno normal (S:Normal, S:Shaken) y, por último, no agitación nitrógeno bajo (NS:Low, NS: 
Not Shaken). Para simplificar la visualización de los resultados obtenidos se ha mantenido 
la nomenclatura proporcionada por el programa informático utilizado. 
A lo largo de este primer apartado del Capítulo 2, se ha analizado el papel de la proteína 
quinasa Sch9p y del activador transcripcional Gcn4p en condiciones de vinificación para 
profundizar en los mecanismos moleculares que conectan la ruta TOR/Sch9p y el control 
general de aminoácidos (GAAC). A su vez, se ha determinado que la mayor acumulación de 
glicerol del mutante sch9Δ es consecuencia de una mayor cantidad inicial de proteína Gpd1p 
en condiciones de fermentación vínica, vinculada a la localización peroxisomal, lo que podría 
afectar a su estabilidad. La aparente contradicción entre la mayor longevidad cronológica del 
mutante sch9Δ en condiciones de laboratorio y la menor longevidad en condiciones de 
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vinificación, a pesar de producirse la acumulación de glicerol en ambas condiciones sugiere 
otros defectos metabólicos que superan el efecto protector del glicerol.  
Por otra parte, Sch9p es considerado un regulador central de la fisiología celular que 
coordina numerosos procesos celulares y cuya actividad depende del medio de crecimiento. 
Sin embargo, los análisis metabolómicos han mostrado que el factor transcripcional Gcn4p 
también tiene un impacto en el metabolismo celular bajo condiciones de vinificación, no sólo 
afectando al metabolismo del nitrógeno sino también al metabolismo central del carbono.  
Paralelamente también se analizó el mutante ypk3Δ. Ypk3p es una proteína quinasa, 
fosforilable vía TORC1, que fosforila a su vez a la proteína ribosomal Rps6p (Capítulo 1 
apartadao 6.2.1) (González et al., 2015). Por lo tanto, la señalización producida a través de la 
fosforilación de Ypk3p constituye también otra rama metabólica que actúa por debajo del 
complejo TORC1. En la Figura 88 se muestran los datos de la fase de latencia obtenidos en las 
tres condiciones analizadas. En este caso, se opta por representar los datos mediante 
diagramas de caja para poder analizar tanto el efecto de la agitación (panel A) como el del 
nitrógeno (panel B). Las tablas asociadas a los diagramas de caja indican en porcentaje la 
influencia que tiene la deleción del gen YPK3 (cepa), las diferencias en la agitación (Agitación) y 
las relación entre la deleción y la agitación (Cepa:Agitación), así como el porcentaje de la 
variación debida al azar. Lo mismo se observa en el panel B pero en las condiciones de 
nitrógeno. De todos los parámetros analizados, únicamente se observan diferencias 
estadísticamente significativas en la fase de latencia (lp) entre el mutante ypk3Δ respecto de la 
cepa silvestre. En el panel A se muestra la influencia de la agitación en la fase de latencia. El 
69.83 % de la variación observada en la fase de latencia se debe a la agitación mientras que 
únicamente el 20.25 % es explicada por la deleción del gen YPK3. Se observa que en 
condiciones más similares a las de laboratorio (S:Normal), la deleción del gen YPK3 reduce la 
fase de latencia de manera estadísticamente significativa mientras que la reducción observada 
para la condición industrial NS:Normal no es significativa. En el panel B se observa la influencia 
de la concentración de nitrógeno en la fase de latencia. En este caso, el 47.37 % de la 
variabilidad puede explicarse por la concentración de nitrógeno normal (NS:Normal) y baja 
(NS:Low); sin embargo, lo más interesante es que el efecto de la deleción del gen YPK3 
depende del medio. Cuando la concentración de nitrógeno es adecuada, su deleción disminuye 
la fase de latencia mientras que en concentración limitante de nitrógeno se produce una 
extensión de la fase de latencia. El aumento de la fase de latencia en NS:Low es consistente 
con la implicación de la ruta TORC1 en la fosforilación de Ypk3p y la activación de la rama de 
síntesis de proteínas y ribosomas (Figura 5) ya que al estar inhibido el complejo TORC1, debido 
a la baja concentración de nitrógeno, dicha rama se encuentra inhibida dificultando así la 












Figura 88. Efecto de la deleción de la quinasa Ypk3p en la fase de latencia en vinificación en 
mosto Sauvignon Blanc. Fase de latencia (lp, h), con agitación y concentración normal de 
nitrógeno (A) y sin agitación y en concentración de nitrógeno limitante (B). Se muestran valores 
medios con sus respectivas desviaciones típicas. Las condiciones seleccionadas para las 
fermentaciones alcohólicas fueron: no agitación nitrógeno normal (NS:Normal, NS: Not Shaken), 
agitación nitrógeno normal (S:Normal, S:Shaken) y, por último, no agitación nitrógeno bajo 
(NS:Low, NS: Not Shaken). Para simplificar la visualización de los resultados obtenidos se ha 
mantenido la nomenclatura proporcionada por el programa informático utilizado.  
También se analizó el mutante gtr1Δ, carente de una de las subunidades de la GTPasa Gtr1-
Gtr2p que activa al complejo TORC1 en respuesta a aminoácidos. En este caso se optó por los 
valores normalizados de los parámetros analizados para poder realizar la comparación con la 
proteína quinasa Sch9p, la cual también forma parte de la ruta TOR. Los parámetros de los 
mutantes gtr1Δ, sch9Δ y tor1Δ se muestran en la Figura 89. Tanto la fase de latencia (panel A) 
como el tiempo en liberar el 50 % de CO2 (panel B) se encuentran aumentados en el mutante 
gtr1Δ en las condiciones NS:Low (color rojo) y NS:Normal (color verde); sin embargo, ambos 
parámetros no se ven afectados en la condición S:Normal ( color azul). Los cambios observados 
en los parámetros cinéticos y enológicos observados en la Figura 89 entre el mutante de gtr1Δ 
y sch9Δ son muy similares, diferenciándose en la acumulación de piruvato observada en el 
mutante sch9Δ en la condición S:Normal (panel C). El fenotipo compartido entre gtr1Δ y sch9Δ 
está en concordancia con lo esperado pues Gtr1p forma parte del complejo TORC1 y la 
proteína quinasa Sch9p es una de las dianas más caracterizadas de TORC1, sugiriendo que la 
mayor parte de los estímulos necesarios para la función de Sch9p durante la vinificación 
proceden de TORC1. Tanto el piruvato (panel C) como el ácido acético (panel D) se encuentran 
aumentados en la condición NS:Low para los tres mutantes analizados sugiriendo que la ruta 
TOR también tiene implicación en el metabolismo de los carbohidratos. Los resultados 
obtenidos tanto del mutante ypk3Δ como del mutante gtr1Δ sugieren que la detección o 
captación de aminoácidos al inicio de la fermentación, debido a que Ypk3p fosforila a Rps6p, y 
la consecuente modulación de la actividad de TORC1 (Gtr1p forma parte del complejo TORC1) 








Figura 89. Comparación de los parámetros cinéticos y enológicos de las vinificaciones en mosto 
Sauvignon Blanc del mutante gtr1Δ con respecto a sch9Δ y tor1Δ. Valores en tanto por 1 
respecto de la cepa silvestre C9 de: la fase de latencia (lp, h) (A), el tiempo para liberar el 50 % 
de CO2 (t50-lp, h) (B), el piruvato (C) y ácido acético (D). Se muestran valores medios con sus 
respectivas desviaciones típicas. Los * indican diferencias estadísticamente significativas. Las 
condiciones seleccionadas para las fermentaciones alcohólicas fueron: no agitación nitrógeno 
normal (NS:Normal, NS: Not Shaken), agitación nitrógeno normal (S:Normal, S:Shaken) y, por 
último, no agitación nitrógeno bajo (NS:Low, NS: Not Shaken). Para simplificar la visualización de 
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2. Papel diferencial de los activadores transcripcionales Gat1p 
y Gln3p en condiciones de vinificación. Estudio en diversas 
cepas. 
Uno de los mecanismos de regulación basado en disponibilidad de nutrientes que más se ha 
estudiado en S. cerevisiae es la represión catabólica de nitrógeno (NCR, Nitrogen Catabolite 
Repression), en la que intervienen los factores transcripcionales tipo GATA Gln3p y Gat1p, 
particularmente importante en condiciones enológicas donde el nitrógeno es un factor 
limitante. En condiciones de ayuno de nitrógeno o de desrepresión, Gln3p y Gat1p se 
acumulan en el núcleo induciendo la expresión de los genes regulados por la NCR. Sin 
embargo, en presencia de una buena fuente de nitrógeno, son retenidos en el citoplasma 
mediante la proteína Ure2p. Su regulación está sujeta principalmente a la actividad del 
complejo TORC1, pero también pueden ser regulados por Snf1p en función de la fuente de 
carbono (Bertram et al., 2002).  
Mientras que en condiciones de laboratorio la fuente de nitrógeno por excelencia es el 
amonio, considerada una buena fuente de nitrógeno, en condiciones de vinificación las 
levaduras disponen de una mezcla de α-aminoácidos y amonio a la que su metabolismo ha de 
adaptarse. En este apartado, se ha analizado los fenotipos de los mutantes simples gat1∆ y 
gln3Δ y el doble gat1Δgln3Δ en diversas cepas vínicas y cepas de laboratorio. Está descrito que 
la deleción de los genes GAT1 o GLN3 en la cepa de laboratorio S288c aumenta la resistencia 
tanto a rapamicina como a cafeína (Homann et al., 2009; Huber et al., 2009; Xie et al., 2005). 
Además, un mutante gln3Δ es más tolerante al estrés oxidativo (Powers et al., 2006). Se ha 
comprobado también si la mayor resistencia a rapamicina de las cepas vínicas respecto de las 
cepas de laboratorio (descrita en el Capítulo 1) podría estar relacionado con los genes GLN3 o 
GAT1.   
2.1. Estudio del papel del factor transcripcional Gln3p en diversas cepas 
2.1.1. Análisis de la tolerancia del mutante gln3Δ frente a inhibidores 
químicos  
Inicialmente, se construyeron los mutantes gln3Δ en los fondos genéticos BQS252 y C9 
como representantes de cepa de laboratorio y cepa vínica, respectivamente. Posteriormente, 
se rastreó una serie de inhibidores relacionados con el metabolismo de compuestos 
nitrogenados. Se analizaron sus respectivos fenotipos en presencia de 3-amino-1,2,4-triazol y 
de 4-aza-D,L-leucina (azaLeu). El AT es un inhibidor competitivo de la imidazolglicerol-fosfato 
deshidratasa, codificada por el gen HIS3, que causa un ayuno específico de histidina mientras 
que la azaLeu es un análogo estructural tóxico de la leucina, usado para identificar mutantes 
en los transportadores de leucina (Roberg et al., 1997). Como se puede ver en la Figura 90, el 
mutante C9 gln3Δ presenta un crecimiento mayor en presencia de AT que el mutante BQS252 
gln3Δ sugiriendo que la expresión del gen HIS3 es más dependiente de Gln3p en la cepa de 
laboratorio, existiendo mecanismos alternativos en las cepas vínicas. La cepa vínica silvestre C9 
muestra mayor tolerancia a AT que la cepa de laboratorio BQS252 utilizada como referencia, lo 
que corrobora este hecho. Sin embargo, se observa un mayor crecimiento de la cepa de 
laboratorio en presencia de azaLeu, lo que indica una menor capacidad para captar leucina. La 
deleción de GLN3 aumenta dicha sensibilidad en ambos fondos genéticos e impide 
completamente el crecimiento de la cepa vínica, más sensible de partida. 
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En la Figura 90 también puede observarse como la cepa vínica C9 no presenta problemas de 
crecimiento en un medio mínimo completo con prolina como única fuente de nitrógeno, 
mientras que su mutante gln3∆, que no es capaz de inducir la NCR, no crece en dicho medio. El 
mismo comportamiento se ha observado en otras cepas vínicas, como QA23 (datos no 
mostrados). Sin embargo, el mutante BQS252 gln3Δ es capaz de crecer en un medio con 
prolina como única fuente de nitrógeno lo que sugiere una regulación diferente de la NCR. El 
análisis de crecimiento también se realizó en presencia de metilamina, un análogo tóxico no 
metabolizable del amonio que induce la NCR. Por ello, aquellas cepas que tengan desreprimida 
la utilización de la prolina, aún en presencia de una buena fuente de nitrógeno, presentarán 
una mayor resistencia al compuesto. El fenotipo observado en presencia de metilamina es muy 
similar entre las dos cepas, no parece haber diferencias basales en la desrepresión del uso de 
amonio. La mayor tolerancia del mutante en la cepa BQS252 persiste, lo que sugiere una 
desrepresión de la NCR en dicha cepa lo que le permite un mayor crecimiento en presencia de 
una fuente de nitrógeno no óptima, crecimiento no dependiente de Gln3p y que no afectaría 












Figura 90. Tolerancia del mutante gln3Δ en las cepas BQS252 y C9 frente a diversos inhibidores 
químicos relacionados con el metabolismo de los aminoácidos. Goteos en placa realizados en 
medio mínimo SD con 3-amino-1,2,4-triazol (AT, 10 mM) o 4-aza-D,L-leucina (AzaLeu, 2 g/L) o 
bien en medio mínimo con prolina (SDProlina) como fuente de nitrógeno (5 g/L) y con prolina y 
metilamina (4.8 g/L). Azul: cepa de laboratorio. Rojo: cepa vínica.  
Al observar las diferencias respecto a los inhibidores anteriormente comentados también 
se estudió la tolerancia frente a inhibidores de TORC1, como la rapamicina y la cafeína, e 
inhibidores de la síntesis de glutamina, como el glufosinato de amonio, y que inhiben 
indirectamente a TORC1, y se incluyeron además otras cepas (Figura 91). Como se ha 
comentado en el apartado 2 de este Capítulo, está descrito que un mutante gln3Δ en la cepa 
S288c es más resistente tanto a cafeína como a rapamicina, ambos inhibidores de TORC1. Este 
fenotipo se corrobora para todas las cepas analizadas salvo en C9 y EC1118, donde las 
diferencias de crecimiento no son tan apreciables. La mayor tolerancia frente a cafeína de 
gln3Δ no es tan apreciable como frente a rapamicina, aunque sigue observándose en los 
derivados de S288c. En cepas vínicas se observa un ligero aumento de tolerancia en QA23 
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tanto a rapamicina como cafeína, aunque dicha cepa presenta una mayor sensibilidad basal a 
cafeína, dicho efecto no es apreciable en el resto. Respecto al glufosinato de amonio, también 
puede observarse una cierta variabilidad en función de la cepa analizada. Al inhibir la 
glutamina sintetasa y causar un ayuno de nitrógeno es de esperar una desrepresión de la NCR, 
acción que los mutantes en GLN3 no puede llevar a cabo. Como consecuencia, los mutantes 
gln3Δ en las cepas C9, QA23 y Σ1278 presentan un menor crecimiento en presencia de GA. En 
contraposición, las cepas de laboratorio de fondo BQS252 y BY4742 presentan un crecimiento 
mayor en presencia de GA en los mutantes gln3Δ sugiriendo la existencia de un mecanismo 
diferente para evitar el ayuno de grupos amino al haber inhibido la síntesis de glutamina 
(principal donador de grupos amino).   

















Figura 91. Análisis de crecimiento de los mutantes gln3Δ en diferentes fondos genéticos en 
presencia de inhibidores químicos. Goteos en placa en medio completo YPD con rapamicina 
(100 nM), cafeína (10 mM) o glufosinato de amonio (GA, 10 mg/L). WT: cepa silvestre. Azul: 
cepas de laboratorio. Rojo: cepas vínicas.  
Como experimento paralelo enfocado al metabolismo de fuente de carbono también se 
analizó el crecimiento en presencia de 2-desoxiglucosa y glucosamina, ambos análogos 
estructurales no metabolizables de la glucosa que impiden la utilización de sustratos 
alternativos (como la sacarosa y el glicerol), y en presencia de galactosa como fuente de 
carbono debido a la relación entre Snf1p y Gln3p (Bertram et al., 2002), Figura 92. En las cepas 
C9, QA23 y Σ1278, el gen GLN3 parece estar implicado en el uso de fuentes de carbono 
Capítulo 2  Resultados y Discusión 
186 
 
alternativas ya que sus respectivos mutantes gln3Δ no crecen en presencia de glicerol (panel 
B) o galactosa (panel C) (efecto parcial en el caso de la cepa Σ1278). La presencia de un 
inductor de la represión por glucosa como 2DG o GlcN inhibe completamente el crecimiento 
de las cepas de laboratorio, y ocurre de manera similar con los mutantes de deleción en el gen 
GLN3 de la mayoría de las cepas vínicas, indicando que Gln3p es requerida para esa menor 
sensibilidad a la represión por glucosa. Los mutantes de deleción construidos en las cepas 
EC1118, BQS252 y BY4742 son capaces de crecer en presencia de galactosa (panel C) como 
única fuente de carbono. Los fenotipos observados en YPSac, YPGli e YPGal se mantienen 
siendo más severos en presencia de glicerol como fuente de carbono. El mutante de deleción 
EC1118 gln3Δ presenta un fenotipo diferente al del resto de cepas vínicas, sugiriendo una 
regulación diferente de la represión catabólica por glucosa y de la NCR. 
La diversidad de fenotipos observados para los mutantes gln3Δ en función de la cepa 
sugiere que el uso de fuentes de carbono alternativas está regulado tanto por Snf1p como por 
Gln3p (Bertram et al., 2002). Las diferencias observadas en los fenotipos de los goteos 
mostrados en la Figura 90, Figura 91 y Figura 92, a diferencia del fenotipo frente a rapamicina, 






Figura 92. Análisis de la represión catabólica por glucosa de mutantes gln3Δ en diferentes 
fondos genéticos. Goteos en placa en medio completo con sacarosa como fuente de carbono 
(A) o con glicerol (B) en presencia de glucosamina (GlcN, 0.05 %) o 2-desoxiglucosa (2DG,        
200 µg/mL) de los mutantes gln3Δ y sus respetivas cepas silvestres. Goteos realizados en medio 
completo YPGal con galactosa como fuente de carbono (C). WT: cepa silvestre. Azul: cepas de 
laboratorio. Rojo: cepas vínicas.  
2.1.2. Análisis fenómico del mutante gln3Δ en condiciones de vinificación  
Dada la diversidad fenotípica de los mutantes de deleción del gen GLN3 en las diferentes 
cepas analizadas, se decidió extender su caracterización a condiciones de vinificación 
utilizando los mutantes en las cepas vínicas C9 y EC1118. Las condiciones seleccionadas para 
las fermentaciones alcohólicas fueron: no agitación nitrógeno normal (NS:Normal, NS: Not 
Shaken), agitación nitrógeno normal (S:Normal, S:Shaken) y, por último, no agitación nitrógeno 
bajo (NS:Low, NS: Not Shaken). Para simplificar la visualización de los resultados obtenidos se 
ha mantenido la nomenclatura proporcionada por el programa informático utilizado. El 
progreso de la fermentación se siguió midiendo la pérdida de peso y los parámetros cinéticos 
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(lp, t35/50/80-lp, v50_80) se determinaron a partir de las curvas de crecimiento. Los 
parámetros enológicos, determinados mediante kits comerciales en una plataforma 
automatizada, fueron el ácido acético, el glicerol, el ácido málico, el piruvato, el SO2, la glucosa 
y la fructosa. 
La agitación favorece la transferencia de oxígeno al medio y está descrito que un mutante 
gln3Δ en el fondo genético S288c es más resistente a estrés oxidativo exógeno causado por 
paraquat y peróxido de hidrógeno. Sin embargo, en condiciones de vinificación las levaduras 
crecen fermentativamente por lo que el oxígeno transferido como consecuencia de la 
agitación puede no producir un estrés oxidativo a nivel celular. Por otra parte, la presencia de 
oxígeno permite a la levadura catabolizar la prolina como fuente de nitrógeno a través de la 
prolina deshidrogenasa Put1p, aunque su transporte, realizado a través de Gap1p y Put4p, 
queda supeditado a la expresión de GLN3 (Daugherty et al., 1993; Stanbrough y Magasanik, 
1996). Por tanto, aunque la deleción de GLN3 conduce a un aumento de la resistencia a estrés 
oxidativo exógeno, también provoca una incapacidad de inducir la expresión de enzimas 
necesarias para el transporte de la prolina en condiciones de laboratorio por lo que sería 
esperable un efecto negativo en vinificación.   
En la Figura 93 se muestra el efecto que produce la agitación en la fase de latencia (lp) 
(panel A) y el tiempo en liberar el 50 % de CO2 menos la fase de latencia (t50-lp) (panel B). En 
este caso, se ha optado por una representación mediante diagramas de caja para poder así 
comparar los fenotipos obtenidos de los mutantes de deleción construidos en las diferentes 
cepas analizadas. Las tablas muestran el porcentaje de la variación que es explicada por la 
mutación, la agitación, la cepa, la relación entre la mutación y la agitación y entre la mutación 
y la cepa. Independientemente de las condiciones de agitación o no agitación, tanto el 
mutante C9 gln3Δ como el mutante EC1118 gln3Δ presentan una fase de latencia mayor que 
sus respectivas cepas silvestres (panel A); el análisis estadístico muestra que el 37.01 % de la 
variación observada se debe a la deleción del gen GLN3. En este caso, también se observa que 
la agitación influye en la fase de latencia en casi la mitad de la variación observada (49.28 %) 
sugiriendo que Gln3p está implicada en la adaptación en las primeras etapas de fermentación. 
Sin embargo, cuando se analiza t50-lp (panel B), el mutante C9 gln3Δ pasa de mostrar un claro 
fenotipo de menor eficiencia fermentativa que su correspondiente cepa silvestre (mayor t50-
lp) en condiciones de no agitación a ser indistinguible de ella en condiciones de agitación. El 
fenotipo del mutante EC1118 gln3Δ es completamente opuesto al descrito ya que su t50-lp es 
mucho menor que el de su correspondiente cepa silvestre en condiciones de agitación pero no 
cuando la fermentación se realiza en estático. Ese cambio de fenotipo tanto en condiciones de 
agitación como en función de la cepa en la que se construye el mutante de deleción viene 
indicado por la relación entre mutación:cepa observado en la tabla en la que el 52.58 % de la 
variación se debe a dicha relación. La reducción de t50-lp observada en mutante EC1118 gln3Δ 
implica una mayor capacidad fermentativa, que junto con la reducción observada en la fase de 
latencia, supondría una mejora en la fermentación, sin tener en cuenta los parámetros 
enológicos. Es importante recordar aquí que los resultados obtenidos en los estudios de 
fosforilación de Gln3p del Capítulo 1 mostraron que Gln3p se encuentra activa hasta 1 día de 
fermentación lo que estaría en concordancia con el aumento de la fase de latencia observada 
en NS:Normal (panel A). Estos resultados sugieren que la función de Gln3p en esa primera 
etapa de la vinificación regula la extensión de la fase de latencia.   
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Los resultados muestran diferentes fenotipos en los mutantes gln3Δ. Mientras que en C9, 
GLN3 parece ser necesario para llevar a cabo una correcta fermentación, en el caso de EC1118 
parece ser al contrario, su deleción causa una mejora en la capacidad fermentativa. Estos 
resultados, junto con la mayor tolerancia en presencia de 2DG y GlcN observada en la Figura 
92, sugieren que la cepa EC1118 presenta una regulación por nutrientes diferente, no solo 







Figura 93. Efecto de la agitación en los parámetros cinéticos y enológicos durante la vinificación 
en mosto Sauvignon Blanc conducida por mutantes gln3∆ en las cepas C9 y EC1118. Fase de 
latencia (lp) (A). Tiempo en liberar el 50 % de CO2 menos el tiempo de la fase de latencia (t50-lp) 
(B). Los valores mostrados son la media de las tres réplicas realizadas y las barras de error son 
desviaciones estándar. Las letras diferentes indican diferencias significativas entre los grupos. 
Las condiciones analizadas han sido en condiciones de nitrógeno adecuado (Normal) en no 
agitación (NS, Not Shaken, NS:Normal) y agitación (S, Shaken, S:Normal). NA: no disponible (Not 
Available). Para simplificar la visualización de los resultados obtenidos se ha mantenido la 
nomenclatura proporcionada por el programa informático utilizado. 
En la Figura 94 se muestran los fenotipos de los mismos mutantes gln3∆ en condiciones de 
vinificación con un mosto deficiente en nitrógeno (NS:Low), comparados con los obtenidos en 
condiciones de concentración normal de nitrógeno (NS:Normal). En el panel A se observa que 
la mayor parte de la variación observada en la fase de latencia (59.57 %) se debe a la deleción 
del gen GLN3 y no a las condiciones o cepas analizadas. El mutante C9 gln3Δ presenta una 
extensión de la fase de latencia de manera estadísticamente significativa (diferentes letras) 
respecto de su cepa silvestre, tanto con concentración de nitrógeno baja como normal. Sin 
embargo, el mutante EC1118 gln3Δ presenta una fase de latencia similar a su cepa silvestre. Es 
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destacable que tanto los mutantes como las cepas silvestres parecen percibir la disponibilidad 
limitada de nitrógeno y muestran fases de latencia más largas en esas condiciones, a pesar de 
que al principio hay nitrógeno disponible para arrancar la fermentación. En el panel B se 
muestra el tiempo para liberar el 50 % de CO2 (t50-lp), donde la concentración de nitrógeno 
explica el 67.8 % de la variación observada. En este caso, el mutante C9 gln3Δ presenta una 
menor eficiencia fermentativa (mayor t50-lp) tanto en NS:Low como en NS:Normal. El t50-lp 
en la condición NS:Low, tanto del mutante gln3Δ como de la cepa silvestre, es mayor que la 
correspondiente en la condición NS:Normal, tal y como era de esperar al realizar la 
fermentación con una concentración de nitrógeno baja. Sin embargo, la deleción del gen GLN3 
en la cepa EC1118 parece mejorar su capacidad fermentativa de forma estadísticamente 
significativa, particularmente en condiciones de baja concentración de nitrógeno. La 
acumulación de piruvato se muestra en el panel C de la Figura 94. Al igual que para el 
parámetro t50-lp, las diferencias observadas en la concentración de piruvato se deben en 
mayor parte a la concentración de nitrógeno (65.46 %). En todas las condiciones analizadas la 
deleción del gen GLN3 aumenta la concentración de piruvato, siendo más acusada dicha 
diferencia respecto de la respectiva cepa silvestre en la cepa C9. Respecto al ácido acético 
(panel D), el efecto tanto de la mutación como de la concentración de nitrógeno y la cepa es 
muy similar (26.88, 20.65 y 31.01 respectivamente). La única diferencia estadísticamente 
significativa que se observa entre la cepa silvestre y su respectivo mutante gln3Δ es en la 
condición NS:Low y la cepa C9. No se observan diferencias en la concentración de glicerol o 































Figura 94. Efecto del nitrógeno en los parámetros cinéticos y enológicos durante la vinificación 
en mosto Sauvignon Blanc conducida por los mutantes de deleción de GLN3 en las cepas C9 y 
EC1118.  Fase de latencia (lp) (A), tiempo de producción del 50 % de CO2 menos la fase de 
latencia (t50-lp) (B), piruvato (mg/L) (C) y ácido acético (g/L) (D). Los valores mostrados son la 
media de las tres réplicas realizadas y las barras de error son desviaciones estándar. Las letras 
diferentes indican diferencias significativas entre los grupos. Las condiciones analizadas han sido 
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en estático (Not Shaken, NS): concentración adecuada de nitrógeno (Normal) o baja 
concentración de nitrógeno (Low). Para simplificar la visualización de los resultados obtenidos 
se ha mantenido la nomenclatura proporcionada por el programa informático utilizado.  
La ausencia de crecimiento en presencia de glicerol del mutante EC1118 gln3Δ y el 
crecimiento de los mutantes gln3Δ en las cepas vínicas C9 y QA23 (Figura 92 panel B) sugieren 
que la cepa EC1118 presenta una regulación diferente de la NCR posiblemente relacionada con 
las mitocondrias. Se necesitarían experimentos adicionales para determinar si el mutante 
EC1118 gln3Δ presenta mitocondrias funcionales. La diferencia fenotípica entre EC1118 gln3Δ 
y C9 gln3Δ también queda plasmada en las condiciones de vinificación analizadas (Figura 93 y 
Figura 94). Gln3p es un activador transcripcional de genes regulados por la represión 
catabólica por nitrógeno y su deleción conduce a un aumento de la resistencia a estrés 
oxidativo aunque la levadura crece fermentativamente en condiciones de vinificación. Como 
consecuencia, en condiciones de agitación (S:Normal) es de esperar un efecto positivo debido 
al aumento del estrés oxidativo mientras que en condiciones de bajo nitrógeno (NS:Low) un 
efecto negativo debido a la deleción del gen GLN3. La deleción del gen GLN3 aumenta la fase 
de latencia en todas las condiciones analizadas (panel A de las Figura 93 y Figura 94) 
mostrando la implicación de Gln3p en la adaptación al medio de vinificación. La disminución 
del parámetro t50-lp en el mutante EC1118 gln3Δ en todas las condiciones analizadas (panel B 
de las Figura 93 y Figura 94) sugiere que Gln3p, además de estar implicada en la fase de 
latencia, también lo está en la fase estacionaria y confirma de nuevo que la regulación de la 
NCR es diferente en la cepa EC1118.  
2.2. Estudio del papel del activador transcripcional GAT1 en diversas cepas 
2.2.1. Análisis de la tolerancia frente a diversos inhibidores químicos 
Para completar el análisis del papel de la represión catabólica por nitrógeno en cepas 
vínicas y de laboratorio se amplió el estudio a la proteína Gat1p, segundo activador 
transcripcional implicado, mucho menos caracterizado, que junto a Gln3p regulan la NCR. Para 
ello, se construyeron mutantes de deleción en dicho gen en los fondos genéticos C9 y BY4742.  
El fenotipo de crecimiento de los mutantes gat1Δ se analizó mediante goteos en placa 
frente a diversos inhibidores químicos, tanto relacionados con el metabolismo del nitrógeno 
como con la represión catabólica por glucosa, Figura 95. A diferencia de los resultados 
obtenidos en el apartado 2.1.1 de este capítulo, donde se observaban diferencias de tolerancia 
del mutante gln3Δ en función de la cepa, los mutantes gat1Δ, independientemente de la cepa 
donde se hayan construido los mutantes, no presentan fenotipo diferencial respecto de su 
cepa silvestre, lo que refuerza la idea de su menor contribución, que puede ser suplida por la 
presencia de una copia funcional de Gln3p en la mayoría de las condiciones. La única 
excepción es la resistencia a rapamicina, que aumenta en un mutante gat1Δ en la cepa C9 
pero no en la cepa BY4742. La cepa de laboratorio BY4742 es más sensible que la C9 a los 
inhibidores que provocan represión por glucosa (panel B), pero la deleción de GAT1 no tiene 
efecto en ninguna de ellas, a diferencia de lo observado para GLN3.  



















Figura 95. Análisis fenotípico de los mutantes gat1Δ en los fondos genéticos C9 y BY4742. 
Crecimiento de las cepas indicadas en medio completo YPD en presencia de cafeína (10 mM),     
L-metionina sulfoximina (MSX, 1 mM) y rapamicina (100 nM). También se realizan los goteos en 
presencia de galactosa (YPGal) como única fuente de carbono (A). Goteos de las cepas indicadas 
en medio con sacarosa como fuente de carbono en presencia de glucosamina (GlcN, 0.05 %) o 
2-desoxiglucosa (2DG, 200 μg/mL) (B). Azul: cepa de laboratorio. Rojo: cepa vínica. WT: Wild 
Type.  
2.2.2. Análisis fenómico del mutante gat1Δ en condiciones de vinificación  
Los mutantes gat1Δ se analizaron en condiciones de vinificación, incluyendo también en 
este caso el construido en la cepa vínica diploide EC1118. El análisis de componentes 
principales (PCA) (panel A), junto con el círculo de correlación (panel B) de los parámetros 
medidos a lo largo de la vinificación, se muestran en la Figura 96. Las condiciones 
seleccionadas para las fermentaciones alcohólicas fueron: no agitación nitrógeno normal 
(NS:Normal, NS: Not Shaken), agitación nitrógeno normal (S:Normal, S:Shaken) y, por último, 
no agitación nitrógeno bajo (NS:Low, NS: Not Shaken). Para simplificar la visualización de los 
resultados obtenidos se ha mantenido la nomenclatura proporcionada por el programa 
informático utilizado. El progreso de la fermentación se siguió midiendo la pérdida de peso y 
los parámetros cinéticos (lp, t35/50/80-lp, v50_80) se determinaron a partir de las curvas de 
crecimiento. Los parámetros enológicos, determinados mediante kits comerciales en una 
plataforma automatizada, fueron el ácido acético, el glicerol, el ácido málico, el piruvato, el 
SO2, la glucosa y la fructosa. En el PCA (Figura 96 panel A) puede observarse la agrupación de 
las cepas analizadas en función de las condiciones consideradas y parámetros determinados. 
En este caso, ambos componentes principales permiten agrupar el 75 % de la variación 
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observada. Bajo la condición NS:Normal (color verde), puede observarse cierta agrupación de 
las cepas vínicas (C9 y EC1118) y una separación del mutante gat1Δ. También puede 
observarse que, como consecuencia de la baja capacidad fermentativa, el mutante BY4742 
gat1Δ en NS:Low (color rojo) se encuentra aislado del resto de cepas analizadas en el PCA 
indicando que todos sus parámetros difieren respecto a las demás cepas; sobre todo la glucosa 
y la fructosa residual ya que no es capaz de finalizar la fermentación. Todas las demás cepas de 
laboratorio analizadas son capaces de finalizar la fermentación, presentando mayores 
dificultades en condiciones de bajo nitrógeno. Respecto al círculo de correlación (Figura 96 
panel B), la agrupación de los parámetros es diferente de la observada anteriormente (Figura 
86) con piruvato y ácido acético muy similares, sin relación con el glicerol (ángulo de 90 °).  
 
Figura 96. Análisis fenómico del mutante gat1Δ en diferentes fondos genéticos en vinificación 
en mosto Sauvignon Blanc. Análisis de componentes principales (PCA) de los triplicados de los 
mutantes de deleción y sus respectivas cepas silvestres (A). Gráfico de correlación donde se 
muestran todos los parámetros, tanto cinéticos como enológicos, medidos durante la 
fermentación (B). Condiciones analizadas: no agitación nitrógeno normal (NS:Normal, Not 
Shaken: Normal, verde), agitación nitrógeno normal (S:Normal, Shaken: Normal, azul) y no 
agitación nitrógeno bajo (NS:Low, Not Shaken:Low, rojo). Parámetros analizados: fase de 
latencia (lp), tiempo para liberar el 35, 50 y 80 % de CO2max sin tener en cuenta lp (t35/50/80-
lp), velocidad de producción media de CO2 entre el 50 y el 80 % de CO2max (vitesse 50 80), 
glicerol (glycerol), piruvato (pyruvate), ácido málico (malicacid), CO2 (CO2 máximo teórico), SO2 
(dióxido de azufre), ácido acético (aceticacid) y glucosa y fructosa de la muestra diluida 20 veces 
(Glu_Dil20 y Fru_Dil20). Para simplificar la visualización de los resultados obtenidos se ha 
mantenido la nomenclatura proporcionada por el programa informático utilizado.  
En la Figura 97 se muestra el efecto de la agitación en los parámetros cinéticos y 
enológicos en los mutantes gat1Δ en los fondos genéticos BY4742, EC1118 y C9. Se ha optado 
por una representación mediante diagrama de cajas para comparar las diferencias fenotípicas 
de la deleción de GAT1 en función de la cepa donde se ha construido (BY4742, C9 o EC1118). 
La tabla muestra el porcentaje de la variación que se explica debido a la mutación (deleción del 
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gen), la agitación, la cepa y la relación entre la mutación y la agitación o entre la mutación y la 
cepa. Tal y como era de esperar de una cepa de laboratorio, la fase de latencia es mayor tanto 
en BY4742 como en su respectivo mutante gat1Δ (panel A). No hay diferencias 
estadísticamente significativas en las demás fases de latencia en las dos condiciones 
analizadas: agitación y estático. La diferencia observada en la fase de latencia entre la cepa de 
laboratorio y la cepa vínica engloba el 75.57 % de la variación observada. Respecto al tiempo 
en liberar el 50 % de CO2 menos la fase de latencia (t50-lp) (panel B), los mutantes gat1Δ 
presentan un t50-lp mayor, a excepción de C9 gat1Δ que se comporta igual que su respectiva 
cepa silvestre. No hay diferencias estadísticamente significativas en los metabolitos de interés 
enológico (datos no mostrados), indicando que el gen GAT1 no es esencial durante la 
vinificación en concentraciones de nitrógeno adecuadas, y que, como se ha comentado 
anteriormente, Gln3p puede estar supliendo parcialmente la deleción de GAT1.  
Figura 97. Efecto de la agitación en los parámetros cinéticos y enológicos durante la vinificación 
en mosto Sauvignon Blanc conducida por mutantes gat1Δ en los fondos genéticos BY4742, C9 y 
EC1118. Fase de latencia (lp) (A) y tiempo en liberar el 50 % de CO2 menos el tiempo de la fase 
de latencia (B). Los valores mostrados son la media de las tres réplicas realizadas y las barras de 
error son desviaciones estándar. Las letras diferentes indican diferencias significativas entre los 
grupos. Las condiciones analizadas han sido: no agitación nitrógeno normal (NS:Normal) y 
agitación nitrógeno normal (S:Normal). NA: no disponible (Not Available). Para simplificar la 
visualización de los resultados obtenidos se ha mantenido la nomenclatura proporcionada por 
el programa informático utilizado.  
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En la Figura 98 se muestran los parámetros destacables en base a los fenotipos observados 
en los mutantes gat1Δ en función de la disponibilidad de nitrógeno (condiciones NS:Normal y 
NS:Low). No se observan diferencias entre los mutantes gat1Δ y sus respectivas cepas 
silvestres en la fase de latencia en función de las condiciones de nitrógeno analizadas (datos no 
mostrados). El tiempo en liberar el 50 % de CO2 sin tener en cuenta la fase de latencia (t50-lp, 
panel A) es superior en la cepa de laboratorio BY4742 como cabía esperar, de ahí que el      
38.64 % de la variación se deba a la cepa. Respecto a los mutantes de deleción, únicamente 
aquellos construidos en las cepas BY4742 gat1Δ en baja concentración de nitrógeno y EC1118 
gat1Δ en concentración normal de nitrógeno muestran diferencias estadísticamente 
significativas. La deficiencia de nitrógeno incrementa el t50-lp en todos los mutantes de 
deleción, a excepción de C9 gat1Δ. La única diferencia estadísticamente significativa en la 
concentración de piruvato (panel B) entre las cepas silvestres y sus correspondientes mutantes 
gat1Δ se observa en condiciones de bajo nitrógeno, donde el mutante EC1118 gat1Δ presenta 
una concentración menor. Respecto a este parámetro, únicamente el 32.21 % de la variación 
se debe a la concentración de nitrógeno, porcentaje muy similar a la variación debida al azar 
(32.88 %). La producción de ácido acético presenta la misma tendencia que la del piruvato 
(datos no mostrados), tal y como demuestra la agrupación observada en el PCA (Figura 96 
panel B). Estos resultados sugieren que GAT1 no es necesario para la adaptación al mosto pero 
sí está implicado en la capacidad fermentativa ya que los mutantes gat1Δ presentan un mayor 





























Figura 98. Efecto de la disponibilidad de nitrógeno en los parámetros cinéticos y enológicos 
durante la vivificación en mosto Sauvignon Blanc con mutantes gat1Δ en los fondos genéticos 
BY4742, C9 y EC1118. Tiempo en liberar el 50 % de CO2 menos el tiempo de la fase de latencia 
(t50-lp) (A) y piruvato (mg/L) (B). Los valores mostrados son la media de las tres réplicas 
realizadas y las barras de error son desviaciones estándar. Las letras diferentes indican 
diferencias significativas entre los grupos. Las condiciones analizadas han sido en no agitación: 
concentración adecuada de nitrógeno (Normal) o baja concentración de nitrógeno (Low). NA: 
no disponible (Not Available). Para simplificar la visualización de los resultados obtenidos se ha 
mantenido la nomenclatura proporcionada por el programa informático utilizado.  
2.3. Análisis de la interacción entre Gat1p y Gln3p en diversas cepas 
2.3.1. Análisis de la tolerancia frente a diversos inhibidores químicos 
Debido a las diferencias observadas en el fenotipo de los mutantes gln3Δ, se procedió a 
construir dobles mutantes de deleción en la cepa vínica C9 y en la cepa de laboratorio BY4742, 
eliminando también el gen GAT1 con el objetivo de analizar la interacción entre ambos 
factores transcripcionales. El fenotipo de crecimiento de las cepas se analizó mediante goteos 
en placa en presencia de inhibidores químicos relacionados con la síntesis de aminoácidos, 
fuentes de carbono respirables o análogos estructurales de la glucosa, Figura 99.  
Tal y como se observó en el apartado 2.1.1, el mutante C9 gln3Δ no es capaz de respirar por 
lo que su crecimiento en presencia de glicerol o galactosa como fuente de carbono es nulo. Sin 
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embargo, el mutante BY4742 gln3Δ no presenta ningún déficit de crecimiento en dichos 
medios (Figura 99 paneles B y C). Respecto al mutante de deleción gat1Δ, los fenotipos 
observados respecto a la cafeína y la rapamicina (panel A) se deben a la cepa ya que la C9 es 
más resistente a dichos inhibidores que la cepa BY4742. Teniendo en cuenta los fenotipos 
observados para los mutantes de deleción simple y la cepa donde se han construido, puede 
observarse que el fenotipo de los mutantes dobles gat1Δgln3Δ es igual que el fenotipo del 
mutante simple gln3Δ correspondiente. Por ejemplo, el mutante gln3Δ no es capaz de crecer 
en presencia de L-metionina sulfoximina ni en la cepa C9 ni en la BY4742, al igual que sus 
respectivos mutantes dobles. Por otro lado, BY4742 gln3Δ es capaz de crecer en presencia de 















Figura 99. Análisis de crecimiento en presencia de diversos inhibidores químicos y fuentes de 
carbono de los mutantes gat1Δ, gln3Δ y gat1Δgln3Δ en los fondos genéticos C9 y BY4742. 
Goteos en medio completo YPD en presencia de cafeína (10 mM), L-metionina sulfoximina 
(MSX, 1 mM) y rapamicina (100 nM). También se realizan los goteos en presencia de galactosa 
(YPGal) como única fuente de carbono (A). Goteos en medio completo con sacarosa (YPSac) (B) 
o glicerol (YPGli) (C) como fuente de carbono en presencia de glucosamina (GlcN, 0.05 %) o       
2-desoxiglucosa (2DG, 200 μg/mL). Azul: cepa de laboratorio. Rojo: cepa vínica. WT: cepa 
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 Aunque el fenotipo observado para gln3Δ depende de la cepa donde se ha construido el 
mutante de deleción, el doble mutante gat1Δgln3Δ presenta el mismo fenotipo que el 
mutante gln3Δ sugiriendo que, aunque la función de GLN3 varíe dependiendo de la cepa, la 
regulación entre los activadores transcripcionales tipo GATA es la misma en las dos cepas 
analizadas. Estos resultados sugieren que Gat1p no tiene un papel adicional a Gln3p en las 
condiciones analizadas y podría estar controlado por Gln3p, como ha sido descrito en 
condiciones de laboratorio  (Cooper, 2002).  
2.3.2. Análisis fenómico del mutante gat1Δgln3Δ en condiciones de 
vinificación  
Para completar el estudio de la interacción entre los factores transcripcionales codificados 
por los genes GAT1 y GLN3 en función de la cepa C9 o BY4742, se llevó a cabo un análisis 
fenómico de los dobles mutantes gat1Δgln3Δ. Se utilizaron dos cepas hapoides para facilitar la 
construcción del doble mutante. Las condiciones seleccionadas para las fermentaciones 
alcohólicas fueron: no agitación nitrógeno normal (NS:Normal, NS: Not Shaken), agitación 
nitrógeno normal (S:Normal, S:Shaken) y, por último, no agitación nitrógeno bajo (NS:Low, NS: 
Not Shaken). Para simplificar la visualización de los resultados obtenidos se ha mantenido la 
nomenclatura proporcionada por el programa informático utilizado. El progreso de la 
fermentación se siguió midiendo la pérdida de peso y los parámetros cinéticos (lp, t35/50/80-
lp, v50_80) se determinaron a partir de las curvas de crecimiento. Los parámetros enológicos, 
determinados mediante kits comerciales en una plataforma automatizada, fueron el ácido 
acético, el glicerol, el ácido málico, el piruvato, el SO2, la glucosa y la fructosa. 
Al igual que en los apartados anteriores, los resultados se han mostrado en forma de 
diagramas de cajas indicando en la tabla correspondiente la variación debida a la mutación, a 
la cepa, a la agitación o a la relación entre la mutación y la cepa o la agitación. En primer lugar, 
se analizó la influencia de la agitación y, por tanto, la mayor presencia de oxígeno, en los 
parámetros cinéticos y enológicos, Figura 100. La doble deleción de GLN3 y GAT1 en la cepa 
BY4742 en condiciones de no agitación (NS:Normal) disminuye la fase de latencia (lp, Figura 
100 panel A). En condiciones de agitación, el error experimental no permite discernir si 
también se observa una reducción de la lp. Mientras que las deleciones simples gat1Δ y gln3Δ 
o no afectan a la fase de latencia o la aumentan (paneles A de las Figura 93, Figura 94 y Figura 
97), la deleción conjunta de GLN3 y GAT1 reduce la fase de latencia en la cepa BY4742 en 
condiciones de no agitación y nitrógeno adecuado (NS:Normal). Respecto al mutante C9, se 
observa el efecto opuesto, un ligero aumento de la lp en las dos condiciones analizadas. Es 
destacable que la cepa BY4742 gat1Δgln3Δ, a pesar de presentar una menor fase de latencia, 
muestra un mayor tiempo de liberación del 50 % de CO2 (t50-lp, Figura 100 panel B). Estos 
resultados sugieren que, aunque la deleción de los genes de ambos factores transcripcionales 
puede favorecer la adaptación al mosto, tiene también consecuencias negativas para la 
eficiencia fermentativa impidiendo la correcta progresión de la fermentación. Se observa una 
mayor acumulación de ácido acético (panel C) en el doble mutante BY4742 gat1Δgln3Δ en 
condiciones de agitación que no se observa en las demás cepas estudiadas. La mayor 
acumulación de piruvato (Figura 100 panel D) se produce independientemente de la condición 
de agitación analizada en la cepa C9, pero no en el fondo BY4742. No hay diferencias ni en la 
glucosa ni en la fructosa residual, por lo que la mayor acumulación de ácido acético debe ser a 
expensas de otros metabolitos, como por ejemplo, la disminución de etanol. La determinación 
del etanol al finalizar la fermentación, la cual no pudo realizarse, hubiera sido de gran interés 
para obtener una visualización más completa del fenotipo de los mutantes de deleción 
analizados.   














Figura 100. Efecto de la agitación en los parámetros cinéticos y enológicos durante la 
vinificación en mosto Sauvignon Blanc del doble mutante gat1Δgln3Δ en los fondos genéticos 
BY4742 y C9.  Fase de latencia (lp, h) (A), tiempo para liberar el 50 % de CO2 menos la fase de 
latencia (t50-lp, h) (B), ácido acético (g/L) (C) y piruvato (mg/L) (D). Los valores mostrados son la 
media de las tres réplicas realizadas y las barras de error son desviaciones estándar. Las letras 
diferentes indican diferencias significativas entre los grupos. Las condiciones analizadas han sido 
en no agitación: concentración adecuada de nitrógeno (Normal) o baja concentración de 
nitrógeno (Low). NA: no disponible (Not Available). Para simplificar la visualización de los 
resultados obtenidos se ha mantenido la nomenclatura proporcionada por el programa 
informático utilizado.  
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A continuación, se analizaron los resultados obtenidos de las vinificaciones realizadas en 
estático con el mosto suplementado (NS:Normal) o con déficit de nitrógeno (NS:Low), Figura 
101. En condiciones de nitrógeno bajo (NS:Low), el doble mutante BY4742 gat1Δgln3Δ 
presenta una elevada fase de latencia (113 horas) en deficiencia de nitrógeno, más del doble 
que su respectiva cepa silvestre BY4742 (46.7 horas), mientras que en NS:Normal la fase de 
latencia de BY4742 gat1Δgln3Δ (19.3 horas) se ve reducida a la mitad respecto del silvestre 
(44.26 horas) (datos no mostrados). A pesar de esa extensión en la fase de latencia, fue capaz 
de iniciar la fermentación aunque con capacidad fermentativa reducida (Figura 101 panel B) y 
consumir prácticamente toda la glucosa (1.59 g/L de glucosa residual) pero no la fructosa 
(10.74 g/L fructosa residual) (panel A) del mosto de uva tanto en NS:Normal como en NS:Low.   
Respecto la cepa C9, el doble mutante también aumenta su lp aunque de manera similar en 
ambas condiciones de disponibilidad de nitrógeno (datos no mostrados). En los fondos 
genéticos analizados, el doble mutante presenta un mayor tiempo en liberar el 50 % de CO2 
menos la lp (t50-lp, Figura 101 panel B), indicando que los activadores transcripcionales son 
importantes durante la vinificación independientemente de la concentración de oxígeno o 
nitrógeno presente en el mosto. Respecto al piruvato (panel C), se observa cierta acumulación 
en el doble mutante, igual que en condiciones de agitación (panel D). No se observan 
diferencias en la concentración de ácido acético ni entre los dobles mutantes de deleción ni 
entre las condiciones analizadas (datos no mostrados).  
Mientras que la deleción de GAT1 no influye en la lp, la deleción de GLN3 la aumenta. Por lo 
tanto, igual que en los resultados de fenotipo de crecimiento obtenidos en los goteos 
realizados frente a diversos inhibidores, el doble mutante es muy similar al mutante gln3Δ, lo 
que sugiere que, en condiciones de vinificación, Gln3p actúa por encima de Gat1p.  A priori, en 
condiciones de deficiencia de nitrógeno cabría esperar fenotipos adicionales en el doble 
mutante ya que Gat1p y Gln3p presentan funciones específicas (Scherens et al., 2006), además 
de funciones redundantes. 
De especial mención es que la eliminación de ambos activadores transcripcionales que 
regulan la NCR causa una mejor adaptación a las condiciones de vinificación 
(NS:Normal)(menor lp) en la cepa BY4742, en condiciones de no agitación y concentración 
normal de nitrógeno, pero no en la cepa vínica C9 (Figura 100 panel A). Esta diferencia de 
fenotipo en función de la cepa sugiere una regulación diferencial de la NCR que podría ser 
consecuencia de la adaptación de las cepas vínicas al crecimiento en mostos de uva, medios 
con cierta riqueza en aminoácidos. Esta hipótesis es también consistente con los fenotipos de 
crecimiento observados mediante goteos en placa frente a inhibidores de la síntesis de 
aminoácidos como el aminotriazol (Figura 90).  











Figura 101. Efecto de la disponibilidad de nitrógeno en los parámetros cinéticos y enológicos 
durante la vinificación en mosto Sauvignon Blanc en el doble mutante gat1Δgln3Δ en los fondos 
genéticos BY4742 y C9. Fructosa residual total medida a partir de una dilución 1:20 de la 
muestra (A), tiempo en liberar el 50 % de CO2 menos el tiempo de la fase de latencia (t50-lp) 
(A), piruvato (g/L) (B). Los valores mostrados son la media de las tres réplicas realizadas y las 
barras de error son desviaciones estándar. Las letras diferentes indican diferencias significativas 
entre los grupos. Las condiciones analizadas han sido en no agitación: concentración adecuada 
de nitrógeno (Normal) o baja concentración de nitrógeno (Low). NA: no disponible (Not 
Available). Para simplificar la visualización de los resultados obtenidos se ha mantenido la 
nomenclatura proporcionada por el programa informático utilizado.  
Dado que la actividad de Gln3p y Gat1p como activadores transcripcionales está regulada 
por el represor transcripcional codificado por el gen URE2, que los mantiene en el citoplasma 
en condiciones de represión por catabolito de nitrógeno (Cox et al., 2000), se analizó el 
fenotipo del mutante C9 ure2Δ en el que Gat1p y Gln3p se encuentran activos. Como en los 
apartados anteriores se realizó una vinificación en mosto Sauvignon Blanc donde las 
condiciones seleccionadas para las fermentaciones alcohólicas fueron: no agitación nitrógeno 
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normal (NS:Normal, NS: Not Shaken), agitación nitrógeno normal (S:Normal, S:Shaken) y, por 
último, no agitación nitrógeno bajo (NS:Low, NS: Not Shaken). El progreso de la fermentación 
se siguió midiendo la pérdida de peso y los parámetros cinéticos (lp, t35/50/80-lp, v50_80) se 
determinaron a partir de las curvas de crecimiento. Los parámetros enológicos, determinados 
mediante kits comerciales en una plataforma automatizada, fueron el ácido acético, el glicerol, 
el ácido málico, el piruvato, el SO2, la glucosa y la fructosa. El fenotipo del mutante de deleción 
ure2Δ y la cepa silvestre se muestran en la Figura 102.  
En condiciones de agitación (S:Normal), la deleción del gen URE2 causa una reducción de la 
fase de latencia (panel A), aunque el tiempo en liberar el 50 % de CO2 (t50-lp)(panel B) es muy 
similar a la cepa silvestre. Sin embargo, el 94.7 % de la variación observada, tal y como se 
muestra en la tabla del panel B de la Figura 102, se debe a las condiciones de agitación puesto 
que, tanto la fase de latencia como el t50-lp son muy diferentes entre las condiciones 
NS:Normal y S:Normal, tal y como se observó incluso para la cepa C9 (Figura 20 panel A y B). 
Aun así, puede apreciarse una reducción en la fase de latencia (estadísticamente significativa) 
en el mutante de deleción. La deleción del gen URE2 no modifica en condiciones NS:Normal ni 
la fase de latencia ni el t50-lp (Figura 102 panel A). Cuando la concentración de nitrógeno es 
baja (paneles C y D), la fase de latencia aumenta y la capacidad fermentativa se ve reducida. 
Estos resultados indican que la activación permanente de Gat1p y Gln3p afecta negativamente 
a la vinificación si la concentración de nitrógeno es baja, pero no cuando es adecuada, quizás 
porque la estimulación temprana de los mecanismos silenciados por la NCR limita más 
efectivamente el transporte de alta afinidad de compuestos nitrogenados que el de baja 
afinidad, aspecto que podría investigarse. Por otra parte, estos resultados están en 
contraposición con los obtenidos por Deed et al., (2011), donde un mutante ure2Δ en la cepa 
vínica M2 presentó un ligero retraso en la fase de latencia en condiciones de vinificación con 
agitación (100 rpm). Esta diferencia observada en el fenotipo de un mismo mutante de 
deleción en función de la cepa vuelve a dejar patente una diferente regulación de la NCR en 




















Figura 102. Análisis de la deleción del gen URE2 en los parámetros cinéticos en la fermentación 
alcohólica del mosto Sauvignon Blanc. Fase de latencia (lp, h) (A) y tiempo en liberar el 50 % de 
CO2 menos la fase de latencia (t50-lp, h) (B) en condiciones de agitación del mutante ure2Δ y su 
respectiva cepa silvestre C9. Fase de latencia (lp, h) (C) y tiempo en liberar el 50 % de CO2 
menos la fase de latencia (t50-lp, h) (D) en condiciones de nitrógeno del mutante ure2Δ y su 
respectiva cepa silvestre C9. Condiciones analizadas: no agitación nitrógeno normal (NS:Normal, 
Not Shaken: Normal), agitación nitrógeno normal (S:Normal, Shaken: Normal) y no agitación 
nitrógeno bajo (NS:Low, Not Shaken:Low). Para simplificar la visualización de los resultados 
obtenidos se ha mantenido la nomenclatura proporcionada por el programa informático 
utilizado. 
A lo largo del apartado 2 se han analizado los genes GAT1 y GLN3 a través de sus mutantes 
de deleción y su implicación en función de la cepa. Para ello se han realizado goteos en placa 
frente a diversos inhibidores o realizado vinificaciones que han permitido llevar a cabo un 
análisis fenómico de las cepas analizadas. Aunque los goteos no mostraron diferencias de 
crecimiento de los mutantes gat1Δ respecto de sus cepas silvestres, los mutantes gln3Δ sí que 
mostraron una amplia variabilidad de fenotipo. A destacar el crecimiento de EC1118 gln3Δ en 
presencia de fuentes de carbono no fermentables y la mayor resistencia a AT de la cepa C9 
gln3Δ. Esa elevada diversidad de fenotipo de los mutantes gln3Δ en función de la cepa donde 
se construyeron sugiere que, aunque la NCR es un mecanismo ampliamente estudiado, su 
regulación varía de una cepa a otra. Sin embargo, los estudios del estado de fosforilación de 
Gln3 en vinificación presentados en el Capítulo 1 (Figura 71) no muestran diferencia alguna en 
la activación de Gln3p a lo largo del proceso de vinificación entre la cepa de laboratorio 
BQS252 y la cepa vínica EC1118, lo que sugiere que los fenotipos que se describen en este 
capítulo pueden estar asociados con alguna de las dianas reguladas por dicho gen.  
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La reducción de la fase de latencia del doble mutante BY4742 gat1Δgln3Δ cuando el 
nitrógeno está presente en concentraciones adecuadas respecto de las condiciones de baja 
disponibilidad y el hecho de que no consiga acabar la vinificación (10.74 g/L de fructosa 
residual) (Figura 101 panel A) podría explicar los resultados obtenidos en el apartado 4.2.3.1  
(Figura 71). Los resultados del análisis del estado de fosforilación de Gln3p muestran que se 
encuentra desfosforilada y, por tanto, activa en las primeras horas de fermentación y que, 
posteriormente, se fosforila y los niveles de Gln3p van disminuyendo. Esa activación inicial, 
cuando aparentemente no se dan condiciones de desrepresión ya que la concentración de 
nitrógeno asimilable por la levadura es elevada, podría conllevar un coste metabólico que, al 
eliminar Gln3p se traduce en un más rápido arranque de la fermentación. Sin embargo, en 
condiciones de baja disponibilidad de nitrógeno de partida y después de la fase de latencia, la 
función de Gln3p es necesaria para poder utilizar otras fuentes de nitrógeno no tan preferidas.  
2.4. Reemplazamiento del alelo del gen GAT1 
Gran parte de los estudios realizados sobre los factores transcripcionales tipo GATA se han 
centrado en el activador Gln3p por ser el único que no está regulado por otro factor 
transcripcional tipo GATA. Sin embargo, la expresión de GAT1 es mucho más compleja porque, 
aunque presenta todos los elementos para ser considerado un gen que responde a la NCR, 
presenta 5 isoformas con diferente respuesta a la NCR. Rai et al., (2014) demostraron que las 
distintas isoformas proceden de inicios de traducción alternativos en la ORF de GAT1, de 
manera que se generan formas de Gat1p con inicio de traducción en las metioninas 40, 95 o 
102, pero en ningún caso en la metionina 1. Por otra parte, también se ha descrito inicio 
alternativo de la transcripción de GAT1 que da lugar a dos proteínas constitutivas que difieren 
en su N-terminal, mientras que la terminación prematura de la transcripción da lugar a un 
transcrito muy sensible a represión por catabolito de nitrógeno que aparentemente no se 
traduce pero podría impedir acumulación excesiva de Gat1p (Georis et al., 2015). Gat1p 
también sufre procesos de fosforilación en función de la fuente de nitrógeno presente en el 
medio de crecimiento (Beck y Hall, 1999; Cunningham et al., 2000); sin embargo, dicha 
fosforilación no se traduce en un cambio en la movilidad electroforética.  
Un análisis detallado de las secuencias del gen GAT1 disponibles en la base de datos SGD 
(Saccharomyces Genome Database) mostró que las cepas industriales presentan una inserción 
de 6 nucleótidos (CAAGTG) que las cepas de laboratorio no presentaban, Figura 103 panel A. 
Esa deleción de 6 nucleótidos se traduce en que las cepas de laboratorio presentan una serina 
y una alanina menos en la secuencia de Gat1p. La deleción afecta a tres codones; sin embargo, 
el resto de la secuencia (tanto de DNA como de proteína) no se ve modificada, a excepción de 
la serina y alanina adicionales, ya que la deleción de esos 6 nucleótidos se produce de forma 
que los nucleótidos en los extremos forman el mismo codón y, por lo tanto, el mismo 
aminoácido que en la secuencia sin deleción.  Para corroborar los datos, se amplificó el gen 
GAT1 mediante PCRs de colonia de las cepas de laboratorio BQS252 y BY4743 y de las cepas de 
vínicas M2, EC1118 y C9. Los resultados se muestran en el panel B de la Figura 103. Esos 
resultados reafirman la presencia de 6 nucleótidos en las cepas vínicas que dan como 
resultado una adición de una serina y alanina en las posiciones 250 y 251 (posiciones 744 a 749 
de la secuencia nucleotídica). Al ser la serina un aminoácido fosforilable, esta pequeña 
diferencia podría tener importancia en la función de Gat1p en cepas vínicas a través de la 
fosforilación de esa serina, ausente en las cepas de laboratorio. Por otra parte, dicha inserción 
se sitúa inmediatamente detrás del sitio donde se produce el transcrito truncado, así que esta 
secuencia de 6 nucleotidos adicional podría modular potencialmente este proceso. 












Figura 103. Diferencias en las secuencias del gen GAT1 disponibles en Saccharomyces Genome 
Database para las doce cepas mostradas, visualizadas mediante la herramienta “Variant 
Viewer” (A). El cuadro rojo indica el hueco observado en las cepas de laboratorio principalmente 
que conlleva la pérdida de una serina y una alanina en la secuencia de Gat1p. Alineamiento de 
las secuencias obtenidas mediante secuenciación Sanger de las cepas de laboratorio BQS252 y 
BY4743 y de las cepas vínicas M2, EC1118 y C9 utilizando el programa MUSCLE (B).  
Debido a algunos fenotipos diferentes observados en las cepas vínicas y en las cepas de 
laboratorio, como la mayor resistencia a rapamicina o 2-desoxiglucosa, se realizó un 
reemplazamiento de alelos del gen GAT1 con el objetivo de determinar si las diferencias de 
secuencia en dicho gen guardan relación con la diversidad fenotípica observada. 
El reemplazamiento de alelos se llevó a cabo en la cepa vínica C9 y en la cepa de laboratorio 
BY4742 en las cuales se había delecionado previamente el gen GAT1 para evitar interferencias 
con la inserción del gen GAT1 de interés, y se añadió al estudio el gen GAT1 procedente de la 
cepa diploide EC1118. Se recurrió a la cotransformación con dos productos de PCR 
parcialmente solapantes (Matsui et al., 2015; Reid et al., 2002) que, gracias al mecanismo de 
recombinación homóloga característico de S. cerevisiae, se pueden insertar de forma contigua 
en el genoma. Los mutantes del reeplazamiento de alelos se comprobaron por secuenciación, 
confirmándose las sustituciones planificadas y la obtención de una cepa vínica C9 con el alelo 
GAT1 de la cepa de laboratorio BY4742 y una cepa vínica C9 con el alelo GAT1 de la cepa vínica 
EC1118, así como de una cepa de laboratorio BY4742 con el alelo GAT1 de la cepa vínica C9 y 
una cepa BY4742 con el alelo GAT1 de la cepa vínica EC1118. En ambos casos, se reintrodujo 
también el alelo propio de la cepa que se estaba manipulando. 
2.4.1. Análisis fenotípico de los mutantes de reemplazamiento 
Una vez obtenidos los mutantes se llevó a cabo un análisis del fenotipo de crecimiento de 
los mismos para observar si el cambio del alelo del gen GAT1 en las cepas vínicas modificaba el 
fenotipo de la cepa de laboratorio y viceversa. Inicialmente se realizaron goteos en placa con 
cafeína y rapamicina (ambos inhibidores de TORC1) y L-metionina sulfoximina (MSX; ayuno de 
nitrógeno). Además, también se analizó el crecimiento en presencia de una fuente de carbono 
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no fermentable como la galactosa. También se realizaron curvas de crecimiento en medio 
completo YPD en presencia de los inhibidores anteriormente analizados. Se incluyeron como 
controles los mutantes simples gat1Δ y gln3Δ y el doble mutante gat1Δgln3Δ. Los resultados 
de los análisis se muestran en la Figura 104. En el panel A se observa que el crecimiento de las 
cepas con reemplazamiento de alelos es indistinguible de su correspondiente parental, 
independientemente de la cepa donde se ha realizado y del origen del alelo GAT1 
reimplantado, lo que indica que las diferencias de secuencia detectadas en dicho gen entre las 
cepas vínicas y las cepas de laboratorio no ocasionan diferencias fenotípicas.  
Con el fin de obtener una medida cuantitativa del efecto de los inhibidores, también se 
realizaron curvas de crecimiento en presencia de rapamicina, cafeína o MSX de las mismas 
cepas (Figura 104 panel B), con resultados muy similares a los obtenidos en placa. El fenotipo 
de los mutantes de reemplazamiento de alelos difiere muy ligeramente de los mutantes de 
deleción, simple o doble mutante, por lo que se descarta una pérdida de función del gen GAT1. 
La mayor parte de las diferencias estadísticamente significativas observadas en las curvas de 
crecimiento son como consecuencia de la deleción del gen GAT1, del gen GLN3 o de ambos 
pero no de los mutantes de reemplazamiento. La cepa de laboratorio BY4742 con el gen GAT1 
procedente de la cepa vínica EC1118 crece mejor en presencia de rapamicina que la cepa 
BY4742. Sin embargo, dicha diferencia de crecimiento no puede observarse en el crecimiento 
en placa. Por otra parte, las únicas diferencias estadísticamente significativas observadas en la 
cepa C9 corresponden al control realizado con el gen GAT1 procedente de C9. Dichas 


































Figura 104. Análisis de crecimiento de los mutantes de reemplazamiento del gen GAT1 en los 
fondos genéticos C9 y BY4742 en presencia de diversos inhibidores químicos y fuentes de 
carbono. Goteos de las cepas indicadas en medio completo YPD en presencia de cafeína           
(10 mM), L-metionina sulfoximina (MSX, 1 mM) y rapamicina (100 nM) y en presencia de 
galactosa (YPGal) como única fuente de carbono (A). Velocidad de crecimiento máxima (μMAX, 
min-1), calculada mediante el programa GrowthRates a partir de las curvas de crecimiento en 
medio completo YPD o con los inhibidores indicados en el panel A) de los fondos genéticos 
BY4742 (B) o C9 (C). El análisis estadístico se realiza respecto a la cepa silvestre en cada medio 
analizado. Los experimentos se realizaron por triplicado. Se muestran valores medios y sus 
desviaciones típicas. Se indica con asteriscos las diferencias estadísticamente significativas de 
las medias (* P-valor ≤ 0.05; ** P-valor ≤ 0.01; *** P-valor ≤ 0.005). Azul: cepa de laboratorio. 
Rojo: cepa vínica.  
El estudio de posibles fenotipos de crecimiento en las cepas con reemplazamiento alélico 
del gen GAT1 se extendió al cultivo en presencia de análogos estructurales no metabolizables 
de la glucosa, como la 2-desoxiglucosa o la glucosamina, tanto en medio fermentativo 
YPSacarosa (YPSac) como en medio respiratorio YPGlicerol (YPGli), Figura 105. Ni en presencia 
de sacarosa ni en presencia de glicerol se observan diferencias en el crecimiento en función del 
origen del gen GAT1 insertado. El crecimiento observado en presencia de 2DG o GlcN, aunque 
en glicerol es mucho menor, es el mismo en todos los mutantes.    











Figura 105. Análisis de crecimiento de los mutantes de reemplazamiento del gen GAT1 en los 
fondos genéticos C9 (A) y BY4742 (B), en presencia de análogos estructurales de la glucosa. Se 
muestran los goteos realizados de las cepas indicadas en medio YPSac o YPGli en presencia de 
glucosamina (GlcN, 0.05 %) o 2-desoxiglucosa (2DG, 100 μg/mL). Azul: cepa de laboratorio. 
Rojo: cepa vínica.  
Los mutantes de reemplazamiento de alelos en la cepa C9 también se analizaron en 
condiciones de vinificación mediante fermentaciones estandarizadas durante la estancia 
realizada en el laboratorio del Dr. Philippe Marullo. El fenotipo observado de los mutantes de 
clonación en comparación con la cepa C9 dentro de la misma condición es el mismo sugiriendo 
que la aparición de una serina y una alanina adicional en la secuencia del gen GAT1 en las 
cepas vínicas (Figura 103 panel B) no es la responsable de su fenotipo diferencial en 
condiciones de vinificación.  
Las peculiaridades del gen GAT1, no solo por la diferencia de secuencia detectada entre 
cepas vínicas y cepas de laboratorio, sino por la compleja regulación a niveles transcripcional y 
traduccional, a pesar de ser considerado un factor secundario frente a papel predominante de 
Gln3p, sugieren funciones todavía no descritas que las justifiquen. En este apartado se ha 
llevado a cabo el remplazamiento de alelos del gen GAT1 entre cepas de laboratorio y vínicas, 
y se ha ensayado su efecto sobre el crecimiento en distintas condiciones de interés en el 
contexto de este trabajo. No se ha encontrado ninguna variación fenotípica asociada en las 
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3. Papel de las proteínas que forman parte de las rutas de 
señalización de fuente de carbono. Implicación en 
condiciones de vinificación.  
En el capítulo 1 se determinó, mediante el estudio del estado de fosforilación de dianas 
clave de las rutas de señalización de nutrientes a lo largo de la vinificación, que la ruta 
Ras/cAMP/PKA es la que está más activa durante toda la fermentación. Para investigar el papel 
de componentes concretos de dicha ruta se construyeron mutantes de deleción en proteínas 
clave en los dos sistemas de detección de la glucosa, Ras y el asociado a la membrana vía 
Gpr1p. Además, se escogieron otras proteínas que tienen relación con el uso de fuentes 
alternativas de carbono o que regulan la respiración, como la ruta SNF1 o la respuesta 
retrógrada. En primer lugar se analizará la variación alélica en reguladores de la producción de 
cAMP como RGS2 y SDC25 y las diversas contribuciones de las proteínas Ras, Ras1p y Ras2p, y 
de las fosfodiesterasas, Pde1p y Pde2p.  
3.1. Estudio de la función de RGS2 en diversas cepas 
3.1.1. Análisis de crecimiento mediante goteos en placa 
La actividad de la adenilato ciclasa codificada por el gen CYR1 está regulada tanto por las 
proteínas Ras como por la proteína de membrana Gpr1p (Figura 3). Gpr1p es un receptor 
situado en la membrana plasmática que interacciona con la proteína de unión a GTP Gpa2p. El 
intercambio de GTP a GDP y, por tanto, la inactivación de Gpa2p, es llevado a cabo por la 
proteína Rgs2p. Como consecuencia, Rgs2p se conoce como un regulador negativo de la 
señalización de glucosa a través de los niveles de cAMP. La sobreexpresión de Rgs2p causa un 
aumento de la acumulación de trehalosa y glucógeno así como un aumento de la resistencia a 
estrés, fenotipo característico de una baja actividad de PKA. Por el contrario, la deleción 
aumenta los niveles de cAMP y, con ello, la activación de PKA (Versele et al., 1999). 
Por otra parte, Eder et al., (2018) identificaron, mediante QTLs (Quantitative Trait Loci), la 
existencia de SNPs (Single Nucleotide Polimorphism) no sinónimos presentes en diversos genes 
como RGS2 y RGT1 (ver más aedante), en correlación con diferencias en la producción de 
aromas, en concreto, de ésteres, alcoholes superiores y ácidos grasos. La observación de las 
secuencias del gen RGS2 procedentes de diversas cepas de S. cerevisiae indicó que las cepas de 
laboratorio más comunes derivadas de S288c presentaban una proteína con una región           
C-terminal más corta que otras cepas como Ʃ1278, otras cepas industriales y la mayoría de 
cepas vínicas analizadas (Figura 106 panel A). La proteína Rgs2p procedente de las cepas de 
laboratorio carece de 43 aminoácidos que están presentes en las cepas industriales. Además, 
debido a la deleción de un único nucleótido en las cepas de laboratorio, los últimos 8 
aminoácidos de la proteína Rgs2p también difieren respecto de las cepas industriales. La forma 
extendida de la proteína está presente en otras especies del género Saccharomyces (Figura 


















Figura 106. Secuencia de la proteína Rgs2p en diferentes fondos genéticos y especies. 
Diferencias en la secuencia de aminoácidos de la proteína Rgs2p en cepas de laboratorio (azul) y 
en cepas vínicas (Rojo) de S. cerevisiae (A). Comparación de la secuencia aminoacídica de la 
proteína Rgs2p en diferentes especies del género Saccharomyces (B). La cepa de referencia 
utilizada de S. cerevisiae es S288C.  
Para estudiar la posible importancia de estas diferencias de secuencia en los fenotipos 
diferenciales de las cepas vínicas y de laboratorio en la señalización por glucosa, se 
construyeron mutantes rgs2Δ en diversos fondos genéticos y se construyó una versión 
truncada de Rgs2p en la cepa Ʃ1278 y en la cepa vínica C9 mimetizando el codón de parada en 
la misma posición en la que está presente en cepas de laboratorio. Se analizó el crecimiento 
mediante goteos en placa frente a 2-desoxiglucosa para observar si se había modificado la 
señalización que da lugar a la represión catabólica por glucosa (Figura 107) tanto en presencia 










Figura 107. Análisis de crecimiento del mutante rgs2Δ en diferentes fondos genéticos y de 
cepas con versiones trucadas de la proteína Rgs2p. Goteos en placa del mutante rgs2Δ en los 
fondos genéticos C9, BQS252 y Ʃ1278 junto con la cepa Ʃ1278 que presenta la proteína Rgs2p 
truncada en el extremo C-terminal (RGS2 ΔCt) (A). Goteos en placa de la cepa C9 que presenta 
la proteína Rgs2p truncada en el extremo C-terminal (RGS2 ΔCt) (B). Los goteos se han realizado 
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en medio completo con sacarosa o glicerol como fuente de carbono con 2-desoxiglucosa (2DG, 
100 μg/mL). WT: cepa silvestre (Wild Type) Azul: cepas de laboratorio. Rojo: cepas vínicas. 
Todos los mutantes rgs2Δ son capaces de crecer en presencia de sacarosa o glicerol como 
fuente de carbono, sin ningún tipo de diferencia respecto a sus cepas silvestres (Figura 107 
panel A). En presencia de 2DG, las cepas C9, C9 rgs2Δ y C9 rgs2 ΔCt crecen vigorosamente 
(panel B). El crecimiento de los derivados del fondo genético S288c como BQS252 está 
totalmente inhibido por la 2DG, y aquellos derivados de Ʃ1278 en gran medida. No se detectan 
consecuencias fenotípicas derivadas de la presencia de una proteína Rgs2p truncada, como 
parece razonable dado que tampoco hay fenotipo en el mutante rgs2Δ en las condiciones 
ensayadas. 
3.1.2. Análisis fenómico de la deleción de RGS2 en condiciones de 
vinificación  
Dadas las diferencias repetidamente observadas entre condiciones de laboratorio y de 
vinificación, se analizó el fenotipo del mutante C9 rgs2Δ en estas últimas condiciones. Las 
condiciones seleccionadas para las fermentaciones alcohólicas fueron: no agitación nitrógeno 
normal (NS:Normal, NS: Not Shaken), agitación nitrógeno normal (S:Normal, S:Shaken) y, por 
último, no agitación nitrógeno bajo (NS:Low, NS: Not Shaken). El progreso de la fermentación 
se siguió midiendo la pérdida de peso y los parámetros cinéticos (lp, t35/50/80-lp, v50_80) se 
determinaron a partir de las curvas de crecimiento. Los parámetros enológicos, determinados 
mediante kits comerciales en una plataforma automatizada, fueron el ácido acético, el glicerol, 
el ácido málico, el piruvato, el SO2, la glucosa y la fructosa. 
De entre todos los parámetros analizados al comparar agitación con fermentación estática 
únicamente se observaron diferencias entre la cepa silvestre y el mutante de deleción en la 
fase de latencia, Figura 108 panel A. Se observa que el mutante rgs2Δ en condiciones de 
agitación presenta una fase de latencia (lp) menor que su respectiva cepa silvestre, no así en 
estático (NS:Normal). Los datos estadísticos muestran que el 78.24 % de la variación observada 
es como consecuencia de la agitación y no de la deleción de RGS2. El mutante rgs2Δ es más 
sensible a estrés oxidativo (Lin et al., 2011) por lo que la reducción en la fase de latencia en 
condiciones de agitación podría ser como consecuencia de un uso acelerado del oxígeno del 
medio. Sin embargo, la agitación no influye en la capacidad fermentativa de dicho mutante ya 
que no se observan diferencias estadísticamente significativas ni en la velocidad de producción 
ni el tiempo para liberar el CO2 (datos no mostrados). Teóricamente, la deleción de RGS2 
aumentaría la actividad de PKA, sin embargo no se observa un fenotipo claro para el mutante 
de deleción sugiriendo que deben existir mecanismos adicionales que mantienen el control de 
la actividad de la ruta, posiblemente la rama de las proteínas Ras.  
También se analizó el fenotipo del mutante rgs2Δ en condiciones de no agitación, más 
similares a las del proceso industrial, con concentraciones de nitrógeno normal o deficiente. 
Las comparaciones en los parámetros de lp y t50-lp se muestran en los paneles B y C de la 
Figura 108. Se produce una reducción en la fase de latencia en el mutante rgs2Δ cuando hay 
deficiencia de nitrógeno, siendo dicha diferencia estadísticamente significativa. Dicha 
diferencia explica el 36.36 % de la variación observada ya que, en este caso, el nitrógeno no 
influye en la fase de latencia del mutante rgs2Δ. Respecto al t50-lp (panel B), es el único 
parámetro analizado en el que se observa, en ambas condiciones, diferencias entre la cepa 
silvestre y el mutante rgs2Δ, aunque el 97.44 % de la variación es como consecuencia de la 
diferencia en la concentración de nitrógeno. En ambas condiciones, la deleción de RGS2 
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disminuye de manera estadísticamente significativa el tiempo para liberar el 50 % de CO2. Esas 
diferencias no son apreciables en los parámetros t35-lp y t80-lp. Más adelante se discutirá el 
fenotipo observado de la deleción de RGS2 en comparación con otros mutantes de la ruta 
Ras/cAMP/PKA.  
Figura 108. Efecto de la deleción del gen RGS2 en los parámetros cinéticos durante la 
fermentación alcohólica en mosto Sauvignon Blanc. Fase de latencia (lp) en condiciones de 
agitación y no agitación con concentración normal de nitrógeno (A). Efecto de la disponibilidad 
de nitrógeno en la fase de latencia (lp) (B) y en el tiempo para liberar el 50 % del CO2 (t50-lp) sin 
tener en cuenta la fase de latencia (C). Se muestran valores medios con sus respectivas 
desviaciones típicas. NS:Low: no agitación (Not Shaken) bajo nitrógeno; NS:Normal: no agitación 
(Not Shaken) nitrógeno normal; S:Normal: agitación (Shaken) nitrógeno normal. Las diferencias 
estadísticamente significativas se muestran con diferentes letras. Para simplificar la visualización 
de los resultados obtenidos se ha mantenido la nomenclatura proporcionada por el programa 
informático utilizado.    
 
3.2. Estudio del gen SDC25 en diversas cepas  
Como se ha comentado anteriormente, la actividad de la adenilato ciclasa Cyr1p está 
regulada tanto por la proteína Gpa2p como por las proteínas Ras1/2p, ambas proteínas de 
unión a GTP. Mientras que las proteínas Ira1/2p inducen la actividad GTPasa de Ras1/2p, la 
proteína Cdc25p facilita el cambio de GDP a GTP induciendo así la actividad de Cyr1p a través 
de Ras1/2p-GTP. SDC25 es un homólogo a CDC25 en S. cerevisiae y presenta al igual que 
Cdc25p, un factor de intercambio de nucleótidos de guanina (Guanine nucleotide Exchange 
Factor, GEF) que actúa sobre las proteínas Ras. Mientras que la deleción de CDC25 es letal en 
diversas cepas de S. cerevisiae, en otras la sobreexpresión de SDC25 es capaz de rescatar el 
fenotipo de un mutante cdc25Δ (Boy-Marcotte et al., 1996; Damak et al., 1991).  
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La ORF YLL017w que codifica para el gen SDC25 está descrita como un pseudogen en la 
base de datos Saccharomhyces Genome Database (SGD) (Lafontaine et al., 2004; Miosga y 
Zimmermann, 1996). Kellis et al., (2003) demostraron la fusión entre las ORFs YLL016W e 
YLL017W (SCD25), como consecuencia de la eliminación de un codón de parada que da lugar a 
una pauta de lectura abierta de tamaño mucho mayor, que parece ser transcrita en toda su 
longitud. Sin embargo, las cepas vínicas no presentan dicho codón de parada. Al estar el gen 
SDC25 implicado en la activación de la proteína Cyr1p a través de Ras1/2p y, por tanto, en la 
actividad de PKA se estudió si las diferencias observadas en su secuencia están implicadas en el 
fenotipo diferenciador entre cepas vínicas y cepas de laboratorio. Para ello, se construyeron 
los mutantes sdc25Δ en la cepa vínica haploide C9 y en las cepas de laboratorio BQS252 y 
Ʃ1278. Si este gen presenta una actividad PKA mayor en levaduras industriales, su deleción 
debería provocar un fenotipo más similar a lo observado en cepas de laboratorio. Inicialmente 
se realizaron estudios de crecimiento mediante goteos en presencia de rapamicina ya que 
anteriormente se observó que la tolerancia de las cepas vínicas a dicho compuesto era mayor. 
Los resultados se muestran en la Figura 109. Tanto la cepa C9 como su respectivo mutante C9 
sdc25Δ crecen normalmente en presencia de rapamicina, al igual que las cepas BQS252 y 
Ʃ1278 y sus mutantes sdc25Δ, aunque la sensibilidad basal de estas últimas es mayor (panel A). 
Como CDC25 también está implicado en la captación de otras fuentes de carbono, se analizó la 
tolerancia del mutante sdc25Δ al análogo estructural de la glucosa, la 2-desoxiglucosa (panel 
B). En este caso, tampoco se observan diferencias en la tolerancia a 2DG ni tampoco en el 
crecimiento en presencia de sacarosa en la cepa C9. Al no observarse diferencias en la 
tolerancia a la rapamicina entre las cepas silvestres y sus mutantes sdc25Δ, ese fenotipo no 










Figura 109. Análisis de crecimiento del mutante sdc25Δ en diferentes fondos genéticos. Goteos 
en placa del mutante C9 sdc25Δ en medio completo YPD en presencia de rapamicina (100 nM) 
o en medio con sacarosa (YPSac) en presencia de 2-desoxiglucosa (2DG, 100 μg/mL) (A). Goteos 
en placa del mutante sdc25Δ en las cepas de laboratorio BQS252 y Ʃ1278 y en la cepa vínica 
haploide C9 en presencia de rapamicina (100 nM) (B). WT: cepa silvestre (Wild Type) Azul: cepas 
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3.3. Estudio de las proteínas de unión a GTP Ras1p y Ras2p en diversas 
cepas 
3.3.1. Comparación fenotípica frente a inhibidores químicos 
Dado que las variaciones alélicas de las proteínas intercambiadoras de nucleótidos de 
guanina no resulta ser clave en la diferencia fenotípica entre cepas de laboratorio y vínicas, se 
abordó el estudio de las proteínas Ras, Ras1p y Ras2p, con funciones solapantes pero también 
diferenciadoras (Mösch et al., 1999). Ambas inducen la activación de la adenilato ciclasa Cyr1p 
cuando presentan GTP unido, lo que aumenta los niveles de cAMP, y con ello la activación de 
PKA. Está descrito que mutantes de deleción en alguna de las proteínas Ras presentan 
actividad PKA reducida, lo que genera defectos en la respiración, acumulación de 
carbohidratos de reserva y aumento de la longevidad cronológica, mientras que el doble 
mutante ras1Δras2Δ no es viable.  
Se construyeron los mutantes simples ras1Δ y ras2Δ en las cepas C9, BQS252 y Ʃ1278 y se 
analizó su crecimiento mediante goteos en presencia de glicerol como fuente de carbono 
alternativa (panel A) o sacarosa como fuente fermentable (panel B) y en presencia de GlcN o 
2DG que producen represión por glucosa, Figura 110. El mutante ras2Δ en las cepas BQS252 y 
C9 presenta un déficit de crecimiento incluso en medio completo YPD; mientras que el 
crecimiento de Ʃ1278 ras2Δ es similar a su respectiva cepa silvestre. No se observan 
diferencias de crecimiento en medio completo YPD para los mutantes ras1Δ. En presencia de 
glicerol, una fuente de carbono no fermentable, los fenotipos observados se mantienen para 
las cepas C9 y BQS252 pero Ʃ1278 ras2Δ presenta un crecimiento menor, igual que en la cepa 
S288c en presencia de etanol (Yoshikawa et al., 2009). En todas las cepas analizadas se observa 
que el mutante ras1Δ no presenta ningún déficit de crecimiento ni en medio YPD ni en 
presencia de glicerol; en cambio, la deleción del gen RAS2 sí que causa un crecimiento menor 
en glicerol en las cepas BQS252 y Ʃ1278 y un crecimiento nulo en el mutante C9 ras2Δ. Estos 
resultados sugieren que RAS2 estaría implicado en el uso de fuentes de carbono no 
fermentables a diferencia de RAS1. El mutante C9 ras1Δ en presencia de glucosamina presenta 
el mismo crecimiento que su cepa silvestre C9, y no afecta al pobre crecimiento en el fondo 
BQS252, por lo que la mayor tolerancia a dicho inhibidor es como consecuencia de la cepa y no 
del mutante analizado. Los fenotipos observados para la deleción de RAS2 en el panel A de la 
Figura 110 son los mismos que los observados en el panel B pero en presencia de sacarosa 
como fuente de carbono y 2-desoxiglucosa.  
Es destacable el fenotipo de la cepa Ʃ1278, en la que se ha descrito una hiperactividad de 
PKA en condiciones normales de crecimiento y una mayor tolerancia a rapamicina. Sería de 
esperar que dicha cepa presentara un déficit de crecimiento en condiciones de represión por 
glucosa, tal y como se observa en el panel A de la Figura 110 en presencia de GlcN. Sin 
embargo, esa ausencia de crecimiento nulo no puede explicarse en base a su mayor actividad 
PKA a través de las proteínas Ras ya que los mutantes simples ras1Δ y ras2Δ no presentan 
recuperación del crecimiento. Es posible que esa mayor actividad de PKA proceda del otro 
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Figura 110. Análisis de crecimiento de los mutantes ras1Δ y ras2Δ frente a inhibidores químicos. 
Goteos en placa en medio con glicerol (YPGli) como fuente de carbono en presencia de 
glucosamina (GlcN, 0.05 %) de los mutantes ras1Δ y ras2Δ en las cepas de laboratorio BQS252 y 
Ʃ1278 y en la cepa vínica haploide C9 (A). Goteos en placa en medio con sacarosa (YPSac) como 
fuente de carbono en presencia de 2-desoxiglucosa (2DG, 100 μg/mL) de los mutantes ras2Δ en 
las cepas C9, BQS252 y Ʃ1278 (B). Azul: cepas de laboratorio. Rojo: cepas vínicas. WT: cepa 
silvestre (Wild Type). 
Mientras que el fenotipo de los mutantes ras1Δ es similar al de las cepas silvestres, el 
déficit de crecimiento de los mutantes ras2Δ sugiere que la proteína Ras2p está implicada en la 
respiración. Así pues, también se analizó el fenotipo de los mutantes ras2Δ en presencia de 
sacarosa (Figura 110 panel B), cuya utilización requiere la desrepresión del uso de fuentes 
fermentables de carbono alternativas a la glucosa pero no la del metabolismo respiratorio. El 
déficit de crecimiento observado en presencia de glicerol no se mantiene en presencia de 
sacarosa para los mutantes ras2Δ ya que se observa crecimiento en todas las cepas analizadas. 
Sin embargo, la cepa C9 ras2Δ presenta una represión por glucosa aumentada en estas 
condiciones, siendo tan sensible a 2DG como las cepas de laboratorio, lo que sugiere que las 
diferencias al respecto entre distintas cepas pueden estar relacionadas con la activación de 
esta rama de la ruta PKA. Estos resultados sugieren que la proteína Ras2p estaría implicada en 
la desrepresión del metabolismo respiratorio, tal como sugieren Peeters et al., (2017).  
3.3.2. Análisis fenómico de Ras1p y Ras2p en condiciones de vinificación 
Como en el resto de mutantes analizados, se llevaron a cabo vinificaciones en mosto 
Sauvignon Blanc con los mutantes deleción de las proteínas Ras1p y Ras2p en la cepa vínica 
haploide C9. Las condiciones seleccionadas para las fermentaciones alcohólicas fueron: no 
agitación nitrógeno normal (NS:Normal, NS: Not Shaken), agitación nitrógeno normal 
(S:Normal, S:Shaken) y, por último, no agitación nitrógeno bajo (NS:Low, NS: Not Shaken). Para 
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simplificar la visualización de los resultados obtenidos se ha mantenido la nomenclatura 
proporcionada por el programa informático utilizado. El progreso de la fermentación se siguió 
midiendo la pérdida de peso y los parámetros cinéticos (lp, t35/50/80-lp, v50_80) se 
determinaron a partir de las curvas de crecimiento. Los parámetros enológicos, determinados 
mediante kits comerciales en una plataforma automatizada, fueron el ácido acético, el glicerol, 
el ácido málico, el piruvato, el SO2, la glucosa y la fructosa. 
En la Figura 111 se observa el análisis de los componentes principales (PCA) de los 
mutantes analizados junto con su respectiva cepa silvestre en las condiciones analizadas (panel 
A) y la correlación de todos los parámetros determinados, tanto enológicos como cinéticos
(panel B). El mutante ras2Δ se encuentra totalmente alejado del resto de mutantes y cepas
analizadas, presentando valores positivos del componente principal 1 mientras que el resto de
las cepas presenta valores negativos. Esa diferenciación indica que la tendencia de todas las
variables analizadas y comprendidas en el componente principal 1 del mutante ras2Δ
presentan una correlación negativa con las de la cepa silvestre y el mutante ras1Δ.
Sorprendentemente el mutante que más alejado se encuentra es el mutante ras2Δ en la
condición NS:Low (color rojo) ya que se encuentra, tanto en el componente principal 1 como
en el 2, en valores opuestos a C9 y ras1Δ. El círculo de correlación observado en el panel B
indica que existe una relación negativa entre la velocidad de producción media de CO2 entre el
50 y el 80 % de CO2 (vitesse 50 80) y la concentración de piruvato, indicativa de la eficiente
conversión del piruvato en etanol. Esa relación negativa también se observa entre el ácido
acético y el glicerol, aunque la relación es más débil debido a la corta flecha que presenta el
glicerol.
Figura 111. Análisis global de los mutantes de deleción en las GTPasas Ras1p y Ras2p implicadas 
en la ruta Ras/cAMP/PKA en vinificación en mosto Sauvignon Blanc. Análisis de componentes 
principales (PCA) de los triplicados de los mutantes ras1Δ y ras2Δ (A). Gráfico de correlación 
donde se muestran todos los parámetros, tanto cinéticos como enológicos, medidos durante la 
fermentación (B). Condiciones analizadas: no agitación nitrógeno normal (NS:Normal, Not 
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Shaken: Normal, verde), agitación nitrógeno normal (S:Normal, Shaken: Normal, azul) y no 
agitación nitrógeno bajo (NS:Low, Not Shaken:Low, rojo). Parámetros analizados: fase de 
latencia (lp), tiempo para liberar el 35, 50 y 80 % de CO2max sin tener en cuenta lp (t35/50/80-
lp), velocidad de producción media de CO2entre el 50 y el 80 % de CO2max (vitesse 50 80), 
glicerol (glycerol), piruvato (pyruvate), ácido málico (malicacid), CO2 (CO2máximo teórico), SO2 
(dióxido de azufre), ácido acético (aceticacid) y glucosa y fructosa de la muestra diluida 20 veces 
(Glu_Dil20 y Fru_Dil20). Para simplificar la visualización de los resultados obtenidos se ha 
mantenido la nomenclatura proporcionada por el programa informático utilizado. 
Todos los mutantes fueron capaces de finalizar la fermentación en condiciones de agitación 
y concentración normal de nitrógeno (S:Normal), aunque el mutante ras2Δ requirió tiempos 
largos. En concentración normal de nitrógeno pero sin agitación (NS:Normal), el mutante 
ras1Δ finalizó a tiempos elevados la fermentación aunque en condiciones de agitación no 
presentó ningún problema. En condiciones de deficiencia de nitrógeno (NS:Low) el mutante 
ras2Δ no fue capaz de finalizar la fermentación y, como consecuencia, presenta glucosa (6.90 
g/L) y fructosa residual (18.67 g/L). En la Figura 112 pueden observarse algunos de los 
parámetros relevantes en los mutantes de deleción en las proteínas Ras. En este caso se ha 
optado por la representación de los datos normalizados para poder comparar 
simultáneamente el efecto de la deleción de ambas proteínas. En condiciones NS:Normal 
(barra verde) ambos mutantes presentan un retraso en la fase de latencia (panel A). Sin 
embargo, en condiciones normales de disponibilidad de nitrógeno en agitación (S:Normal, 
barra azul) el mutante ras1Δ presenta una fase de latencia menor que la cepa silvestre (C9) y 
en condiciones de no agitación (NS:Normal y NS:Low, barras verde y roja), 
independientemente de la concentración de nitrógeno, la fase de latencia del mutante ras2Δ 
es mayor. Respecto al tiempo para liberar el 50 % de CO2 sin tener en cuenta lp (t50-lp, panel 
B), el mutante ras2Δ tarda más en realizar la fermentación alcohólica presentando una 
capacidad fermentativa menor en todas las condiciones analizadas. Estos resultados indican 
que la proteína de unión a GTP Ras2p está implicada en condiciones de fermentación 
alcohólica y que es necesaria para obtener una buena fermentación. Sin embargo, la proteína 
Ras1p únicamente parece tener implicación en la fermentación alcohólica en condiciones de 
NS:Normal, pues en las demás condiciones aunque presenta una fase de latencia afectada, la 
capacidad fermentativa es la misma.  
El mutante ras2Δ no es capaz de finalizar la fermentación en condiciones NS:Low y además 
presenta una acumulación de piruvato dos veces mayor que la de la respectiva cepa silvestre 
C9 (panel C). La condición NS:Normal (barra verde) es la que mayor acumulación de piruvato 
presenta, 4 veces más que la cepa C9. Está descrito que un mutante ras2Δ (Yoshikawa et al., 
2009) no es capaz de crecer en fuentes de carbono como el etanol y el glicerol por lo que 
puede presentar problemas en la respiración, lo que podría explicar la mayor acumulación de 
piruvato, aunque en condiciones de vinificación la respiración no tiene lugar. Parte del 
piruvato se dirige hacia la síntesis de ácido acético puesto que el mutante ras2Δ también 
presenta una acumulación de dicho compuesto (panel D). Sin embargo, dicha acumulación 
únicamente es 1.2 y 1.4 mayor que en la cepa silvestre C9 en condiciones S:Normal (barra azul) 
y NS:Normal (barra verde), respectivamente.  



















Figura 112. Análisis de parámetros cinéticos procedentes de la vinificación en Sauvignon Blanc 
de los mutantes de deleción de la GTPasas Ras1p y Ras2p implicadas en la ruta Ras/cAMP/PKA.  
Valores en tanto por 1 respecto de la cepa silvestre C9 de los mutantes ras1Δ y ras2Δ en: fase 
de latencia (lp, h) (A), tiempo en liberar el 50 % de CO2 menos la fase de latencia (t50-lp) (B), 
piruvato (mg/L) (C) y ácido acético (g/L) (D). Condiciones analizadas: no agitación nitrógeno 
normal (NS:Normal, Not Shaken: Normal, verde), agitación nitrógeno normal (S:Normal, Shaken: 
Normal, azul) y no agitación nitrógeno bajo (NS:Low, Not Shaken:Low, rojo). Para simplificar la 
visualización de los resultados obtenidos se ha mantenido la nomenclatura proporcionada por 
el programa informático utilizado. 
La deleción del gen RAS2 tanto en condiciones NS:Normal, más similares a las condiciones 
de vinificación industrial, como en NS:Low presenta una capacidad fermentativa reducida y un 
acumulación de piruvato y ácido acético que no se observa en el mutante ras1Δ. Estos 
resultados muestran la implicación de la proteína Ras2p en condiciones de vinificación.  
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3.4. Estudio de las fosfodiesterasas Pde1/Pde2p 
La actividad de PKA está directamente regulada por los niveles de cAMP por lo que la 
función de las fosfodiesterasas Pde1p y Pde2p, encargadas de su conversión en AMP, es 
fundamental en el control de la desactivación de la ruta Ras/cAMP/PKA. Las dos 
fosfodiesterasas se diferencian en su afinidad por el sustrato cAMP, presentando Pde1p baja 
afinidad y Pde2p alta afinidad (Nikawa et al., 1987; Sass et al., 1986; Wilson y Tatchell, 1988), y 
sus mutantes de deleción presentan sobreacumulación de cAMP en la célula.  
Se llevó a cabo un análisis fenómico de los mutantes pde1Δ y pde2Δ en la cepa C9 en 
condiciones de vinificación en las siguientes condiciones: no agitación nitrógeno normal 
(NS:Normal, NS: Not Shaken), agitación nitrógeno normal (S:Normal, S:Shaken) y, por último, 
no agitación nitrógeno bajo (NS:Low, NS: Not Shaken). Para simplificar la visualización de los 
resultados obtenidos se ha mantenido la nomenclatura proporcionada por el programa 
informático utilizado. El progreso de la fermentación se siguió midiendo la pérdida de peso y 
los parámetros cinéticos (lp, t35/50/80-lp, v50_80) se determinaron a partir de las curvas de 
crecimiento. Los parámetros enológicos, determinados mediante kits comerciales en una 
plataforma automatizada, fueron el ácido acético, el glicerol, el ácido málico, el piruvato, el 
SO2, la glucosa y la fructosa. A priori, el fenotipo observado debería ser similar a la deleción de 
CDC25, es decir, fenotipo característico de una actividad PKA aumentada. Debido a problemas 
técnicos el mutante pde1Δ únicamente se analizó en la condición NS:Low. En el panel A de la 
Figura 113 se muestra el análisis de componentes principales de los mutantes analizados con 
su respectiva cepa silvestre C9 así como el círculo de correlación de los parámetros analizados 
en el panel B de la misma figura. Ambas fosfodiesterasas presentan fenotipos similares en 
condiciones NS:Low, agrupándose con la cepa silvestre C9 en el mismo cuadrante, si bien el 
mutante pde2∆ se separa algo más. En condiciones de concentración de nitrógeno normal solo 
se dispone de datos del mutante pde2∆, que también agrupa en el mismo cuadrante que la 
cepa silvestre C9 en condiciones sin agitación (NS:Normal, color verde), mientras que se separa 
claramente de ella en condiciones de agitación (S:Normal). El PCA observado en el panel A 
recoge el 80 % de la variación observada en nuestros datos lo que es consistente con lo 
observado en el círculo de correlación, ya que la mayor parte de los parámetros analizados 
presentan flechas de longitud elevada, a excepción de la fase de latencia y el glicerol, cuyos 
resultados apoyan en menor medida la clasificación de las cepas observadas en el PCA. Todos 
los mutantes son capaces de finalizar la fermentación y no se observan diferencias ni en la 
glucosa ni en la fructosa residual. Los únicos parámetros que presentan diferencias 
estadísticamente significativas entre los mutantes pde1∆ y pde2∆ y la cepa C9 (Figura 114) son 
la fase de latencia (lp, panel A) y el tiempo para liberar el 50 % de CO2 sin tener en cuenta lp 
(t50-lp, panel B . Es de destacar que la deleción del gen PDE2 mejora la eficiencia de la 
fermentación independientemente de las condiciones analizadas. 






Figura 113. Análisis global de los mutantes de deleción en las fosfodiesterasas Pde1p y Pde2p 
implicadas en la ruta Ras/cAMP/PKA en vinificación en mosto Sauvignon Blanc. Análisis de 
componentes principales (PCA) de los triplicados de los mutantes pde1Δ y pde2Δ (A). Gráfico de 
correlación donde se muestran todos los parámetros, tanto cinéticos como enológicos, medidos 
durante la fermentación (B). Condiciones analizadas: no agitación nitrógeno normal (NS:Normal, 
Not Shaken: Normal, verde), agitación nitrógeno normal (S:Normal, Shaken: Normal, azul) y no 
agitación nitrógeno bajo (NS:Low, Not Shaken:Low, rojo). Parámetros analizados: fase de 
latencia (lp), tiempo para liberar el 35, 50 y 80 % de CO2max sin tener en cuenta lp (t35/50/80-
lp), velocidad de producción media de CO2 entre el 50 y el 80 % de CO2max (vitesse 50 80), 
glicerol (glycerol), piruvato (pyruvate), ácido málico (malicacid), CO2 (CO2 máximo teórico), SO2 
(dióxido de azufre), ácido acético (aceticacid) y glucosa y fructosa de la muestra diluida 20 veces 
(Glu_Dil20 y Fru_Dil20). Para simplificar la visualización de los resultados obtenidos se ha 
mantenido la nomenclatura proporcionada por el programa informático utilizado.  
La fosfodiesterasa Pde2p parece jugar un papel limitante en la velocidad de fermentación 
en todas las condiciones puesto que el mutante pde2Δ presenta un menor t50-lp (Figura 114 
panel B), y de la adaptación al medio en condiciones de agitación ya que el mutante pde2Δ 
presenta menor fase de latencia (panel A). Todo ello indica que una actividad PKA alta es más 
adecuada para la eficiencia fermentativa en vinificación. Según Park et al., (2005), Pde2p sería 
la principal fosfodiesterasa que determinaría los niveles de cAMP en fase estacionaria. Por lo 
tanto, en condiciones de vinificación, donde la mayor parte del consumo de azúcares 
reductores tiene lugar en fase estacionaria, al eliminar el gen PDE2 se elevarían los niveles de 
cAMP que darían lugar a una activación de la ruta PKA, la cual favorecería que los parámetros 
cinéticos comentados sean menores en el mutante pde2Δ. 












Figura 114. Análisis de parámetros cinéticos procedentes de la vinificación en mosto Sauvignon 
Blanc de los mutantes de deleción en la fosfodiesterasas Pde1p y Pde2p implicadas en la ruta 
Ras/cAMP/PKA. Valores en tanto por 1 respecto de la cepa silvestre C9 de los mutantes pde1Δ y 
pde2Δ en: fase de latencia (lp, h) (A) y tiempo en liberar el 50 % de CO2 menos la fase de 
latencia (t50-lp) (B). Se muestran valores medios con sus respectivas desviaciones típicas. Los 
asteriscos (*) indican diferencias estadísticamente significativas. Condiciones analizadas: no 
agitación nitrógeno normal (NS:Normal, Not Shaken: Normal, verde), agitación nitrógeno 
normal (S:Normal, Shaken: Normal, azul) y no agitación nitrógeno bajo (NS:Low, Not 
Shaken:Low, rojo). 
3.5. Comparación fenotípica de otros mutantes de deleción implicados en 
la ruta Ras/cAMP/PKA en condiciones de vinificación 
Hasta ahora la ruta Ras/cAMP/PKA se ha estudiado mediante mutantes de deleción 
implicados en proteínas que regulan o bien la actividad de la adenilato ciclasa y, por tanto, los 
niveles de cAMP, o bien directamente los niveles de cAMP con las fosfodiesterasas. A 
continuación, se delecionó el gen BCY1 que codifica la subunidad inhibidora de PKA de su 
actividad proteína quinasa. En condiciones de laboratorio se ha determinado que un mutante 
bcy1Δ no es capaz de utilizar determinadas fuentes de carbono fermentables, presenta 
defectos en la respiración, no es capaz de almacenar glucógeno, su crecimiento es nulo en 
condiciones de nitrógeno limitantes y es muy sensible al estrés osmótico (Cannon y Tatchell, 
1987,Toda et al., 1987a).  
Se llevó a cabo un análisis fenómico en condiciones de vinificación con el bcy1Δ en mosto 
Sauvignon Blanc en las siguientes condiciones: no agitación nitrógeno normal (NS:Normal, NS: 
Not Shaken), agitación nitrógeno normal (S:Normal, S:Shaken) y, por último, no agitación 
nitrógeno bajo (NS:Low, NS: Not Shaken). Para simplificar la visualización de los resultados 
obtenidos se ha mantenido la nomenclatura proporcionada por el programa informático 
utilizado. El progreso de la fermentación se siguió midiendo la pérdida de peso y los 
parámetros cinéticos (lp, t35/50/80-lp, v50_80) se determinaron a partir de las curvas de 
crecimiento. Los parámetros enológicos, determinados mediante kits comerciales en una 
plataforma automatizada, fueron el ácido acético, el glicerol, el ácido málico, el piruvato, el 
SO2, la glucosa y la fructosa. 
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Para obtener una visión integrada de los diferentes fenotipos se agruparon los resultados 
de los demás mutantes de deleción implicados en la ruta Ras/cAMP/PKA como rgs2Δ, ras1Δ, 
ras2Δ, pde1Δ y pde2Δ junto con el mutante bcy1Δ (Figura 115), mostrándose el análisis de 
componentes principales en el panel A y el círculo de correlación en el panel B. Los mutantes 
rgs2Δ, pde1Δ, pde2Δ y ras1Δ se agruparon con la cepa silvestre en función de las condiciones 
analizadas. Sin embargo, los mutantes ras2Δ y bcy1Δ no se agrupan en función de las 
condiciones sino en función de la deleción que presentan. Se observa como el mutante ras2Δ 
en las tres condiciones estudiadas se agrupa en el cuadrante superior derecho mientras que el 
mutante bcy1Δ en el cuadrante inferior derecho. La deleción del gen RAS2 conlleva una 
reducción en la actividad de la adenilato ciclasa de Cyr1p y, como consecuencia, una reducción 
de los niveles de cAMP y de la actividad de PKA mientras que la deleción de BCY1 produce una 
activación constante de PKA, por ello ambos mutantes de deleción presentan fenotipos 
completamente opuestos y se agrupan en el PCA en cuadrantes diferentes. Sin embargo, la 
deleción de las fosfodiestarasas también debería causar una activación de PKA pero no 
comparte fenotipo con un mutante bcy1Δ sugiriendo, probablemente, que son funcionalmente 
redundantes o bien que existen otros mecanismos que regulen la concentración de cAMP en la 
célula. Respecto al círculo de correlación (panel B), vuelve a observarse la correlación negativa 
del ácido acético y del glicerol y la agrupación de los tiempos de liberación de CO2 (t35-50-80-
lp). La flecha tan corta del ácido málico indica que dicho parámetro no apoya completamente 
la agrupación proporcionada por el PCA.  
 
Figura 115. Análisis global de diversos mutantes de deleción de proteínas que forman parte de 
la ruta Ras/cAMP/PKA en vinificación en mosto Sauvignon Blanc. Análisis de componentes 
principales (PCA) de los triplicados de los mutantes ras1Δ, ras2Δ, pde1Δ, pde2Δ, bcy1Δ, rgs2Δ 
(A). Gráfico de correlación donde se muestran todos los parámetros, tanto cinéticos como 
enológicos, medidos durante la fermentación (B). Condiciones analizadas: no agitación 
nitrógeno normal (NS:Normal, Not Shaken: Normal, verde), agitación nitrógeno normal 
(S:Normal, Shaken: Normal, azul) y no agitación nitrógeno bajo (NS:Low, Not Shaken:Low, rojo). 
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Parámetros analizados: fase de latencia (lp), tiempo para liberar el 35, 50 y 80 % de CO2max sin 
tener en cuenta lp (t35/50/80-lp), velocidad de producción media de CO2 entre el 50 y el 80 % 
de CO2max (vitesse 50 80), glicerol (glycerol), piruvato (pyruvate), ácido málico (malicacid), CO2 
(CO2 máximo teórico), SO2 (dióxido de azufre), ácido acético (aceticacid) y glucosa y fructosa de 
la muestra diluida 20 veces (Glu_Dil20 y Fru_Dil20). Para simplificar la visualización de los 
resultados obtenidos se ha mantenido la nomenclatura proporcionada por el programa 
informático utilizado. 
En lo que se refiere al comportamiento particular del mutante bcy1Δ, fue capaz de finalizar 
la fermentación en condiciones de agitación y disponibilidad normal de nitrógeno (S:Normal) 
pero no en condiciones sin agitación, independientemente de los niveles de nitrógeno bajos 
(NS:Low) o normales (NS:Normal) . En estas condiciones en las que no finalizó la fermentación, 
se observó tanto fructosa como glucosa residual. Estos resultados estarían en concordancia 
con fenotipos descritos previamente para el mutante bcy1Δ, cuyo crecimiento es menor en 
presencia de sacarosa o glicerol como fuente de carbono (Cannon y Tatchell, 1987; Tabera 
et al., 2006).  
Los parámetros tanto cinéticos como enológicos de especial relevancia se muestran en la 
Figura 116. Tal y como sugieren los datos de la fase de latencia (panel A) y de la velocidad de 
producción de CO2 entre el 50 y el 80 % de CO2max (vitesse 50 80, panel B), el mutante bcy1Δ 
no tiene ningún problema en adaptarse a las condiciones de fermentación. Sin embargo, 
cuando ha liberado aproximadamente 60 g/L de CO2max, su capacidad fermentativa disminuye 
rápidamente hasta convertirse en prácticamente nula, no pudiendo finalizar la fermentación 
en ausencia de agitación, ya sea con concentración de nitrógeno normal (NS:Normal) o 
(NS:Low), indicando que un exceso de actividad PKA durante la fase estacionaria de una 
vinificación estática es contraproducente. En condiciones NS:Normal, el mutante bcy1Δ 
presenta un nivel de fructosa residual 50 veces mayor y de glucosa 20 veces mayor respecto de 
la cepa silvestre; mientras que en condiciones NS:Low, el nivel de fructosa residual es 
únicamente 5 veces mayor y el de glucosa residual es muy similar al de la cepa silvestre. En 
condiciones S:Normal la reducción de la velocidad de fermentación es menor (v 50 80); sin 
embargo, no se observan diferencias en el tiempo en liberar el 35 % de CO2 (t35-lp). Estos 
datos sugieren que el gen BCY1 es necesario para la fase estacionaria pero no para la fase de 
adaptación o exponencial. En dichas condiciones también se observa un nivel de fructosa 
residual de 5 g/L, pero no se detecta glucosa residual.  
De especial interés es la acumulación de piruvato (panel C) tanto en el mutante de deleción 
bcy1Δ como en ras2Δ, cuando deberían presentar fenotipos opuestos puesto que el estado de 
activación de PKA es opuesto en los dos mutantes. El mutante bcy1Δ presenta una 
concentración menor de ácido acético (panel D) y una concentración mayor de glicerol (panel 
E) en condiciones sin agitación, tanto con concentración de nitrógeno limitante (NS:Low) como 
normal (NS:Normal). El mutante ras2Δ presenta mayor acumulación de ácido acético pero no 
de glicerol.  




Figura 116. Análisis de parámetros cinéticos procedentes de la vinificación en Sauvignon Blanc 
de los mutantes de deleción de las proteínas que forman parte de la ruta Ras/cAMP/PKA. y 
Valores en tanto por 1 respecto de la cepa silvestre C9 de los mutantes ras1Δ, ras2Δ, pde1Δ, 
pde2Δ, bcy1Δ, rgs2Δ en la fase de latencia (lp) (A), velocidad de producción media de CO2 entre 
el 50 y el 80 % de CO2max (B), piruvato (C), ácido acético (D) y glicerol (E), respectivamente. Se 
muestran valores medios con sus respectivas desviaciones típicas. Los * indican diferencias 
estadísticamente significativas. Condiciones analizadas: no agitación nitrógeno normal 
(NS:Normal, Not Shaken: Normal, verde), agitación nitrógeno normal (S:Normal, Shaken: 
Normal, azul) y no agitación nitrógeno bajo (NS:Low, Not Shaken:Low, rojo). Para simplificar la 
visualización de los resultados obtenidos se ha mantenido la nomenclatura proporcionada por 
el programa informático utilizado. 
Es conveniente recordar aquí los resultados obtenidos en los análisis del estado de 
fosforilación de proteínas de las rutas de señalización de nutrientes mostrados en el capítulo 1 
(apartado 4.2), que demuestran que la ruta Ras/cAMP/PKA es la única que se encuentra activa 
a lo largo de toda la vinificación, lo que sugiere que es la ruta principal que regula a las demás. 
De hecho, el análisis fenómico muestra que al obtener una actividad elevada de PKA por 
deleción del gen de su subunidad reguladora negativa, BCY1, el mutante únicamente presenta 
problemas cuando la producción de CO2 sobrepasa los 60 g/L, momento a partir del cual la 
capacidad fermentativa disminuye. Por tanto, parece que PKA juega un papel importante en 
condiciones de vinificación en fase estacionaria. 
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3.6. Estudio de las proteínas implicadas en la ruta SNF1  
También se llevó a cabo un análisis fenómico de mutantes de deleción relacionados con la 
ruta SNF1, en concreto, de los mutantes std1Δ y snf1Δ. S. cerevisiae presenta diversos 
mecanismos que permiten la detección y el transporte de la glucosa dentro de la célula. El 
mecanismo dual de detección de la glucosa está formado por las proteínas de membrana 
Gpr1p y Snf3p/Rtg2p. Mientras que el receptor Gpr1p está asociado a la adenilato ciclasa y, 
por tanto, a PKA, el transportador Snf3/Rgt2 está asociado a la ruta SNF1. La principal diana de 
Snf3p/Rgt2p es el factor transcripcional Rgt1p a través de la proteína Std1p. Además, 
participan en el transporte los transportadores de glucosa codificados por los genes HXTs. 
Un mutante snf1Δ no es capaz de inducir los genes necesarios para el uso de fuentes de 
carbono alternativas a la glucosa por lo que su crecimiento es nulo en sacarosa, glicerol, 
galactosa y maltosa. Además, presenta una elevada sensibilidad al estrés hiperosmótico y un 
defecto en la respiración. Resultados procedentes del capítulo 1 (Figura 72, apartado 4.2.4) 
muestran que Snf1p se encuentra activa desde las primeras horas de la fermentación vínica 
por lo que el estudio de la deleción de SNF1 en condiciones de vinificación podría ampliar la 
información sobre la función de Snf1p en dichas condiciones.  
En condiciones de baja concentración de glucosa, Rgt1p interacciona con Std1p y Mth1p 
para inducir la expresión tanto de los transportadores de hexosas de baja y alta afinidad como 
de MIG2, HXK2 y MTG2. Como consecuencia, se expresan los transportadores de hexosas 
favoreciendo la captación de hexosas como la fructosa o galactosa. Sin embargo, en 
condiciones donde la glucosa está presente, Rgt1p se fosforila impidiendo su unión a Std1p y 
Mth1p (Busti et al., 2010; Lakshmanan et al., 2003; Polish et al., 2005). PKA también es capaz 
de regular la actividad de Rgt1p. Así pues, la expresión de los transportadores de hexosas está 
conjuntamente regulada a través de la ruta SNF1 por la proteína Std1p (Simpson-Lavy et al., 
2017) y por la ruta Ras/cAMP/PKA a través del factor transcripcional Rgt1p. De esta forma, los 
mutantes rgt1Δ y std1Δ no serán capaces de inducir la expresión de los transportadores de 
hexosas cuando los niveles de glucosa sean críticos.  
Los resultados de los parámetros tanto cinéticos como enológicos de los mutantes std1Δ y 
snf1Δ se muestran en la Figura 117 mediante valores normalizados frente a la cepa silvestre 
C9. Todos los mutantes analizados son capaces de finalizar la fermentación. Los mutantes 
snf1Δ y std1Δ presentan una fase de latencia (panel A) menor en condiciones de agitación 
(S:Normal, barra azul) pero mayor en condiciones sin agitación, independientemente de la 
concentración de nitrógeno presente en el medio (NS:Normal o NS:Low, barras verde y roja). 
Respecto a la velocidad de fermentación, el mutante de deleción snf1Δ presenta un tiempo 
mayor para liberar el 50 % de CO2 menos la fase de latencia (t50-lp, panel B) en todas las 
condiciones analizadas, corroborando los resultados del capítulo 1, que Snf1p es necesario 
para llevar a cabo una correcta fermentación alcohólica. Al igual que el mutante de deleción 
ras2Δ (Figura 112 panel C), el mutante snf1Δ presenta una acumulación de piruvato (Figura 
117 panel C), incluso 5 veces mayor respecto a la cepa silvestre en condiciones NS:Normal. Esa 
mayor acumulación de piruvato no se traduce completamente a una obtención de ácido 
acético similar (panel D). No se observan diferencias en t50-lp (panel B), en el piruvato (panel 
C) ni ácido acético (panel D) del mutante std1Δ lo que sugiere que STD1 en condiciones de 
vinificación no juega un papel importante, quizás porque regula mecanismos de transporte de 
azúcares no necesarios en presencia de la gran cantidad de azúcares fermentables presente en 
el mosto.  
 



















Figura 117. Análisis de parámetros cinéticos y enológicos procedentes de la vinificación en 
mosto Sauvignon Blanc de los mutantes de deleción de proteínas que forman parte de la ruta 
SNF1. Valores en tanto por 1 respecto de la cepa silvestre C9 de los mutantes snf1Δ y std1Δ en: 
Fase de latencia (lp, h) (A), tiempo en liberar el 50 % de CO2 menos la fase de latencia (t50-lp) 
(B), piruvato (mg/L) (C), ácido acético (g/L) (D). Se muestran valores medios con sus respectivas 
desviaciones típicas. Los * indican diferencias estadísticamente significativas. Condiciones 
analizadas: no agitación nitrógeno normal (NS:Normal, Not Shaken: Normal, verde), agitación 
nitrógeno normal (S:Normal, Shaken: Normal, azul) y no agitación nitrógeno bajo (NS:Low, Not 
Shaken:Low, rojo). Para simplificar la visualización de los resultados obtenidos se ha mantenido 
la nomenclatura proporcionada por el programa informático utilizado.  
También se analizó el mutante de deleción en el gen RGT1, cuya proteína es diana de 
fosforilación de PKA a través de la ruta Ras/cAMP/PKA. Debido a las limitaciones en el número 
de cepas analizadas en el análisis fenómico, el mutante rgt1Δ únicamente se analizó en 
NS:Normal y S:Normal para estudiar el efecto de la agitación en los parámetros cinéticos y 
enológicos, Figura 118. Al analizarse en dos condiciones se optó por la representación 
mediante diagramas de cajas. Las únicas diferencias estadísticamente significativas observadas 
entre el mutante rgt1Δ y su respectiva cepa silvestre C9 afectan a la fase de latencia (lp, panel 
A) y a la concentración de piruvato (panel B). Tal y como puede observarse, la fase de latencia 
es mayor en condiciones de agitación que en condiciones estáticas; siendo ligeramente menor 
para el mutante rgt1Δ que para la cepa silvestre. La captación de azúcares por los 
transportadores regulados por Rgt1p no parece ser limitante en condiciones de vinificación. 




Figura 118. Análisis de parámetros cinéticos y enológicos durante la fermentación alcohólica en 
mosto Sauvignon Blanc del mutante rgt1Δ. Fase de latencia (lp, h) (A). Piruvato (mg/L) (B). No 
agitación nitrógeno normal (NS:Normal) y agitación nitrógeno normal (S:Normal). Los valores 
mostrados son la media de las tres réplicas realizadas y las barras de error son desviaciones 
estándar. Las letras diferentes indican diferencias estadísticamente significativas entre los 
grupos. NA: Not Available, no disponible. Para simplificar la visualización de los resultados 
obtenidos se ha mantenido la nomenclatura proporcionada por el programa informático 
utilizado. 
3.7. Estudio de la respuesta retrógrada. Papel del gen MKS1. 
En ayuno de nitrógeno, la respuesta retrógrada (RTG) se induce con el objetivo de 
reorganizar los compuestos nitrogenados, sin embargo, también puede activarse como 
consecuencia del daño oxidativo debido a una disfunción mitocondrial. MKS1 es un regulador 
negativo de la RTG ya que promueve la fosforilación de Rtg3p, inhibiendo su translocación al 
núcleo. Por lo tanto, al delecionar MKS1 se consigue una activación constitutiva de la ruta 
retrógrada. Un mutante deficiente en MKS1 es más sensible a rapamicina conectando así la 
ruta RTG con la ruta TOR (Laxman y Tu, 2011). 
3.7.1. Análisis fenómico del mutante mks1Δ en condiciones de vinificación 
Se realizaron dos vinificaciones con el mutante C9 mks1Δ en mosto Sauvignon Blanc para 
estudiar la influencia de Mks1p en vinificación en condiciones de no agitación con nitrógeno 
normal (NS:Normal) y agitación con nitrógeno normal (S:Normal). El progreso de la 
fermentación se siguió midiendo la pérdida de peso y los parámetros cinéticos (lp, t35/50/80-
lp, v50_80) se determinaron a partir de las curvas de crecimiento. Los parámetros enológicos, 
determinados mediante kits comerciales en una plataforma automatizada, fueron el ácido 
acético, el glicerol, el ácido málico, el piruvato, el SO2, la glucosa y la fructosa. Los resultados 
de los parámetros más relevantes se muestran en la Figura 119, mostrándose los valores 
normalizados frente a la cepa silvestre C9. En ambas condiciones, el mutante mks1Δ fue capaz 
de finalizar la fermentación, obteniendo la liberación de CO2 esperada y no obteniéndose ni 
glucosa ni fructosa residuales en el sobrenadante de la fermentación. La fase de latencia (lp, 
panel A) es mayor en condiciones de no agitación (NS:Normal) que en condiciones de agitación 
(S:Normal). Aunque el mutante mks1Δ presenta una mejor adaptación al mosto en condiciones 
de agitación, el tiempo para liberar el 50 % de CO2 sin tener en cuenta la lp (t50-lp, Figura 119 
panel B) es mayor, también observado para la condición de no agitación, posiblemente debido 
a una mayor actividad mitocondrial. La concentración de piruvato (panel C) también varía en 
función de la condición analizada. Mientras que en condiciones de no agitación el piruvato se 
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acumula en el mutante mks1Δ, en condiciones de agitación el mutante presenta una reducción 
en los niveles de piruvato. 
En la industria enológica, el glicerol tiene importancia por su contribución al cuerpo del vino 
y, por tanto, es un metabolito deseable en el producto final. Sin embargo, tal y como se ha 
comentado en la Introducción, una mayor producción de glicerol suele llevar asociada una 
mayor producción de ácido acético, compuesto no deseable por sus efectos de aumento de la 
acidez volátil. En el panel E puede observarse como el mutante mks1Δ presenta 1.84 y 2.16 
veces más glicerol que su respectiva cepa silvestre en condiciones de no agitación y agitación 
respectivamente. Sin embargo, esa mayor acumulación de glicerol no viene acompañada de 
una sobreproducción de ácido acético (Figura 119 panel D), como suele ser habitual (Remize 
et al., 1999). De hecho, en ambas condiciones el mutante mks1Δ presenta una considerable 

















Figura 119. Efecto de la agitación en el mutante mks1Δ en condiciones de vinificación en 
Sauvignon Blanc. Fase de latencia (lp, h) (A), tiempo en liberar el 50 % de CO2 menos la fase de 
latencia (t50-lp) (B), piruvato (mg/L) (C), el ácido acético (g/L) (D) y el glicerol (g/L) (E). Se 
muestran valores medios con sus respectivas desviaciones típicas. Los * indican diferencias 
estadísticamente significativas. Condiciones analizadas: no agitación nitrógeno normal 
(NS:Normal, Not Shaken: Normal, rojo), agitación nitrógeno normal (S:Normal, Shaken: Normal, 
azul). Para simplificar la visualización de los resultados obtenidos se ha mantenido la 
nomenclatura proporcionada por el programa informático utilizado. 
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Como consecuencia del fenotipo interesante del mutante mks1Δ, se ha analizado de 
manera alternativa en nuestro laboratorio las vinificaciones de mks1Δ, con el fin de confirmar 
y ampliar su influencia durante la vinificación. Se seleccionó otro tipo de mosto natural (mosto 
Bobal tinto) y se siguió el progreso de la fermentación por otras vías (midiendo el crecimiento 
celular y el consumo de azúcares reductores). Esta vinificación permitió determinar si el 
fenotipo observado era como consecuencia de las condiciones en las cuales se llevaba a cabo 
la fermentación o debido a la deleción del gen MKS1. Los resultados de la vinificación se 
muestran en la Figura 120. El crecimiento del mutante mks1Δ (panel A) es muy similar al de su 
cepa silvestre aunque su pérdida de viabilidad se produce a tiempos más tempranos. Respecto 
al consumo de azúcares reductores (panel B), su capacidad de completarlo es también muy 
similar a la de la cepa C9, tardando tres días más en finalizar la fermentación. No se observan 
diferencias estadísticamente significativas en la producción de etanol (panel C), pero sí en la de 
glicerol (panel D) y ácido acético (panel E). Estos resultados ratifican los obtenidos durante el 
análisis fenómico para condiciones de no agitación (Figura 119). La concentración de glicerol 
en el mutante mks1Δ es mayor que en la cepa silvestre C9, aunque el error en las medidas no 
permite afirmar que sea estadísticamente significativa. Respecto al ácido acético (panel E), se 
observa una reducción del 70 % en el mutante mks1Δ, ligeramente inferior a la reducción 
observada para el análisis fenómico (Figura 119 panel D) pero significativa.  
 
Figura 120. Vinificación en mosto Bobal del mutante en la proteína Mks1p en la cepa vínica 
haploide C9. Curvas de crecimiento del mutante mks1Δ y de su respectiva cepa silvestre C9 (A). 
Se representan las unidades formadoras de colonia por mL (u.f.c./mL) a distintos tiempos de 
fermentación. Consumo de azúcares reductores (g/L) durante el proceso de fermentación (B). 
Etanol (g/100 mL) (C), glicerol (g/L) (D) y ácido acético (g/L) (E), determinados al finalizar la 
fermentación vínica. Se muestran valores medios y sus desviaciones típicas. Los experimentos 
se realizaron por triplicado. Se indica con asteriscos las diferencias estadísticamente 
significativas de la media entre la cepa silvestre y los mutantes (*** P-valor ≤ 0.005).  
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3.7.2. Análisis del efecto de la deleción del gen MKS1 en diferentes cepas 
Debido al fenotipo de mayor producción de glicerol sin aumentar la producción de ácido 
acético del mutante mks1Δ, de claro interés enológico, se investigó si ese fenotipo es 
característica general de las cepas vínicas o un carácter específico del fondo genético de la 
cepa C9. Para ello, se construyeron los mutantes mks1Δ en los fondos genéticos EC1118 y 
L2056, ambas cepas vínicas diploides comerciales y se procedió a una caracterización completa 
del fenotipo de los mutantes. En primer lugar, se realizó un análisis de tolerancia a diversos 
inhibidores químicos y, posteriormente, se realizaron vinificaciones para corroborar los niveles 
de glicerol y ácido acético obtenidos para la cepa C9.  
3.7.2.1. Tolerancia a inhibidores químicos del mutante mks1Δ  
La tolerancia a rapamicina de los mutantes mks1Δ se ha descrito como variable en función 
del fondo genético, siendo más tolerante en la cepa S288c (Huber et al., 2009) y más sensible 
en los fondos genéticos CEN.PK y Ʃ1278 (Laxman y Tu, 2011). La tolerancia a diversos 
inhibidores químicos de los mutantes mks1Δ en los fondos genéticos EC1118 y L2056 se 
muestra en la Figura 121, donde se observa que el mutante EC1118 mks1Δ es igual de 
resistente a la rapamicina (panel A) que su cepa silvestre, mientras que el mutante L2056 
mks1Δ es ligeramente más sensible. 
Al inhibir TORC1, la rapamicina induce la activación de la ruta RTG (Komeili et al., 2000). 
Según Dilova et al., (2004, 2002), TORC1 regula la ruta RTG a través de la fosforilación del 
factor Mks1p. Estos trabajos sugieren que, debido a que Mks1p presenta diferentes estados de 
fosforilación, la ruta RTG puede encontrarse totalmente inducida o reprimida, o parcialmente 
activada o inactivada cuando el estado de fosforilación de Mks1p es intermedio. Esa 
fluctuación en el estado de activación de la RTG podría explicar las diferencias observadas en 
los mutantes mks1Δ en función de la cepa analizada.  
En el panel B de la Figura 121 se muestra la sensibilidad de los mutantes a L-azaleucina 
(azaLeu), análogo estructural de la leucina, que resulta ser menor para la cepa L2056, incluido 
su mutante mks1Δ. Estos resultados sugieren que la cepa EC1118, al ser más sensible a azaLeu, 
requiere un mayor transporte de leucina.  
Los fenotipos de tolerancia a 2-desoxiglucosa observados son contrarios a los observados 
frente a rapamicina y cafeína. Mientras que el mutante EC1118 mks1Δ es más sensible a 2DG, 
el mutante L2056 mks1Δ presenta la misma tolerancia que su cepa silvestre, Figura 121      




















Figura 121. Análisis de crecimiento de mutantes mks1Δ frente a diversos inhibidores químicos. 
Goteos en placa en medio completo YPD con rapamicina (100 nM) (A). Goteos en placa en 
medio mínimo SD con L-azaleucina (azaLeu, 250 mg/L) (B). Goteos en placa en medio con 
sacarosa como fuente de carbono con 2-desoxiglucosa (2DG, 200 μg/mL) (C). Rojo; cepas 
vínicas.  
3.7.2.2. Análisis del mutante mks1Δ en condiciones de vinificación 
En la Figura 122 se muestran los datos obtenidos de la vinificación de la cepa EC1118 y su 
respectivo mutante EC1118 mks1Δ en las mismas condiciones que se muestran en la Figura 
120 para la cepa C9. El mutante EC1118 mks1Δ presenta un defecto en el crecimiento que se 
traduce en un menor número de u.f.c./mL (panel A). Respecto a la capacidad de consumir los 
azúcares presentes en el mosto se observa que, al igual que en el fondo C9, el mutante tarda 
dos días más en finalizar la fermentación (< 2 g/L azúcares reductores, panel B). Mientras que 
en la cepa C9 no se observaron diferencias en el contenido alcohólico del sobrenadante de la 
fermentación alcohólica (panel C), el mutante EC1118 mks1Δ sí que presenta una reducción de 
la producción de etanol (0.91 en tanto por 1) (panel C). Se confirma, al igual que para la cepa 
C9 (paneles D y E), una mayor acumulación de glicerol (panel D) y una disminución de ácido 
















Figura 122. Efecto de la deleción del gen MKS1 en la cepa vínica diploide EC1118 en condiciones 
de vinificación en mosto variedad Bobal. Curvas de crecimiento del mutante mks1Δ (línea roja 
discontinua) y de su cepa silvestre EC1118 (ínea negra continua) (A). Se representan las 
unidades formadoras de colonia por mL (u.f.c./mL) a distintos tiempos de fermentación. 
Consumo de azúcares reductores (g/L) durante el proceso de fermentación (B), etanol (g/L100 
mL) (C), glicerol (g/L) (D) y ácido acético (g/L) (E), determinados al finalizar la fermentación 
vínica. Se muestran valores medios y sus desviaciones típicas. Los experimentos se realizaron 
por triplicado. Se indica con asteriscos las diferencias estadísticamente significativas de la media 
entre la cepa silvestre y los mutantes (* P-valor ≤ 0.05; ** P-valor ≤ 0.01; *** P-valor ≤ 0.005).  
En la Figura 123 se observan los resultados obtenidos durante la vinificación con la cepa 
L2056 y el mutante L2056 mks1Δ. Así como los mutantes construidos en las cepas C9 y EC1118 
fueron capaces de finalizar la fermentación, el mutante L2056 mks1Δ no es capaz de consumir 
los azúcares presentes en el mosto (panel B), dejando una concentración residual de 15.14 g/L 
de azúcares reductores. Por ello, los parámetros enológicos se han determinado para la cepa 
L2056 a tiempo 8 días, tiempo en el que presenta una concentración de azúcares reductores 
similar al tiempo más largo medido para el mutante L2056 mks1Δ, y a 11 días, tiempo en el 
que finaliza la fermentación; mientras que para el mutante L2056 mks1Δ se han determinado a 
11 días, coincidiendo con el tiempo de finalización para la cepa L2056, y a 18 días, último día 
de recogida de muestra.  
Independientemente del tiempo seleccionado para la determinación de etanol, el mutante 
L2056 mks1Δ presenta una concentración menor (Figura 123 panel C). Por lo tanto, la 
capacidad fermentativa del mutante es menor respecto a su cepa silvestre probablemente 
porque el número de u.f.c./mL es menor (panel A), no es capaz de consumir todos los azúcares 
presentes y produce una concentración de etanol menor. Respecto al glicerol (panel D), a 
tiempo 11 días el mutante mks1Δ presenta una acumulación 1.8 veces mayor, mientras que la 
comparación a tiempo 8 días para L2056 y tiempo 18 días para L2056 mks1Δ es de 1.67 veces 
mayor. Finalmente, la concentración de ácido acético presenta una reducción de casi la mitad 
en el mutante L2056 mks1Δ (panel E).  




Figura 123. Vinificacion en mosto Bobal de mutante en la proteína Mks1p en la cepa vínica 
L2056. Curvas de crecimiento del mutante mks1Δ (línea roja discontinua) y de su cepa silvestre 
L2056 (línea negra continua). Se representan las unidades formadoras de colonia por mL 
(u.f.c./mL) a distintos tiempos de fermentación (A). Consumo de azúcares reductores (g/L) 
durante el proceso de fermentación (B), etanol (g/L100 mL) (C), glicerol (g/L) (D) y ácido acético 
(g/L) (E), determinados a tiempo 8 y 11 días para L2056 y a tiempos 11 días y 18 días para la 
cepa mutante. Se muestran valores medios y sus desviaciones típicas. Los experimentos se 
realizaron por triplicado. Se indica con asteriscos las diferencias estadísticamente significativas 
de la media entre la cepa silvestre y los mutantes (* P-valor ≤ 0.05; ** P-valor ≤ 0.01;               
*** P-valor ≤ 0.005).  
Aunque el defecto de crecimiento del mutante C9 mks1Δ se observa más tardíamente 
(Figura 120), para los demás fondos genéticos analizados (L2056 y EC1118) el defecto de 
crecimiento se hace patente desde el primer día de vinificación (Figura 122 y Figura 123), 
indicando la relevancia de la ruta RTG en condiciones de vinificación. En los tres fondos 
genéticos, la deleción de MKS1 presenta un retraso en el consumo de azúcares reductores, una 
mayor acumulación de glicerol y una reducción de la producción de ácido acético.  
En condiciones de vinificación, principalmente fermentativas, no es de esperar que la ruta 
RTG esté activa, sin embargo, es posible que la escasez de nitrógeno produzca su activación 
para proporcionar intermediarios nitrogenados a la célula. La activación de la ruta RTG y la 
respuesta a la pérdida de funcionalidad mitocondrial inducen la expresión de genes 
peroxisomales (Chelstowska y Butow, 1995; Epstein et al., 2001). No obstante, tal y como se 
muestra en la Figura 78, un mutante pex12Δ no presenta fenotipo distintivo en condiciones de 
vinificación sugiriendo que la ruta RTG no estaría totalmente activa en condiciones de 
vinificación. La deleción de MKS1 y, como consecuencia, la activación de la ruta RTG, sí que 
produce un defecto de crecimiento y un cambio en los metabolitos de interés enológico. El 
menor crecimiento observado del mutante mks1Δ sugiere que la activación de la ruta RTG 
tiene un efecto negativo en condiciones de vinificación, en concordancia con datos previos de 
nuestro laboratorio (Picazo et al., 2015).  
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Las diferencias observadas en la tolerancia a inhibidores químicos de los mutantes mks1Δ 
(Figura 121) son dependientes de cepa. Dilova y Powers (2006) demostraron que la 
defosforilación de Rtg3p es una respuesta inicial mientras que la hiperfosforilación de Rtg3p, 
como consecuencia del tratamiento con rapamicina, es también dependiente de cepa y del 
medio de cultivo. Por lo tanto, no es extraño que el mutante mks1Δ muestre diferencias de 
fenotipo en distintas cepas vínicas, probablemente reflejo de regulación diferencial entre ellas.  
El aumento de la acumulación de glicerol y la disminución de ácido acético son 
características enológicas de interés para aumentar el cuerpo del vino y disminuir su acidez 
volátil. Además, la tendencia actual es el consumo de vinos con menor contenido alcohólico, 
característica que también cumplen ciertos mutantes mks1Δ. Sin embargo, los trámites 
necesarios para utilizar un organismo modificado genéticamente (OGM) en la Unión Europea 
son arduos y, seguramente, el producto etiquetado como transgénico no se venderá. Esta 
sentencia reduce la posibilidad de utilizar un mutante mks1Δ en vinificación. No obstante, 
amplía el conocimiento sobre las rutas de señalización implicadas en condiciones de 
vinificación y deja patente la importancia de la regulación metabólica para hacer frente a las 
condiciones adversas.  
3.8. Integración de los fenotipos de distintos mutantes de señalización de 
nutrientes en la cepa C9 
En la Figura 124 se muestra el análisis de componentes principales de todos los mutantes 
de deleción construidos en la cepa silvestre C9 y analizados en vinificación en mosto Sauvignon 
Blanc. Puede observarse que la mayor parte de los mutantes se agrupan en función de las 
condiciones analizadas, siendo destacables aquellos que se alejan más de las agrupaciones, 
como por ejemplo, bcy1Δ, ras2Δ, mks1Δ, snf1Δ y gat1Δgln3Δ.  
Por lo general, las proteínas Ras se asocian tanto a la detección de la glucosa presente en el 
medio como a la activación de la proteína quinasa PKA. Sin embargo, tal y como se observa en 
el PCA, el mutante ras2Δ presenta un fenotipo ampliamente diferenciado en condiciones de 
ayuno de nitrógeno (NS:Low), rompiendo la asociación tradicional de la ruta Ras/cAMP/PKA 
únicamente con la fuente de carbono. Resultados similares se observan con el mutante snf1Δ, 
relacionado con la represión por glucosa y, por tanto, con la captación de fuentes de carbono 
alternativas. Sin embargo, se observa un fenotipo diferencial más acusado cuando la 
concentración de nitrógeno es limitante. También cabe destacar la separación del mutante 
mks1Δ en las dos condiciones analizadas debido a la elevada concentración de glicerol y baja 
concentración de ácido acético de dicho mutante, ya comentadas. El doble mutante 
gat1Δgln3Δ también se separa de los demás mutantes analizados, debido a que no es capaz de 
finalizar la fermentación en condiciones limitantes de nitrógeno y, como consecuencia, tanto 
los parámetros enológicos como cinéticos se ven modificados. Esta visión global elimina por 
completo la idea de que una ruta de señalización únicamente está especializada en detectar, 
señalizar y responder a un único nutriente presente en el medio.  








Figura 124. Análisis de Componentes Principales de todos los mutantes de deleción analizados 
en la cepa C9 en vinificación en mosto Sauvignon Blanc. Condiciones analizadas: no agitación 
nitrógeno normal (NS:Normal, Not Shaken: Normal, verde), agitación nitrógeno normal 
(S:Normal, Shaken: Normal, azul) y no agitación nitrógeno bajo (NS:Low, Not Shaken:Low, rojo). 
Para simplificar la visualización de los resultados obtenidos se ha mantenido la nomenclatura 
proporcionada por el programa informático utilizado. 
En la Figura 125 se muestra el círculo de correlación de los parámetros analizados a lo largo 
de las vinificaciones realizadas con los mutantes en la cepa C9. Los tiempos para liberar el 35, 
50 y 80 % de CO2 (t35–lp, t50–lp y t80–lp) son obviamente inversamente proporcionales a la 
velocidad de producción media de CO2 (v50_80) ya que se encuentran en lados opuestos del 
círculo de correlación. Los parámetros cinéticos como la fase de latencia y los tiempos para 
liberar el CO2 correspondientes se agrupan junto con la glucosa y la fructosa residual así como 
el piruvato, dando correlación positiva ya que los niveles altos de estos tres metabolitos al final 
de la vinificación son consecuencia de una baja eficiencia fermentativa. La presencia de 
glucosa o fructosa residual indica una fermentación deficiente, de manera que el piruvato es 
un metabolito más útil para estimar el efecto de las mutaciones, y resulta de utilidad que se 
agrupe con las variables cinéticas. Los análisis globales recogidos en las Figura 124 y Figura 125 
muestran la robustez del metabolismo de las levaduras y la dificultad de llevar a cabo 


















Figura 125. Círculo de correlación donde se muestra la relación entre las variables tanto 
cinéticas como enológicas analizadas en todos los mutantes de deleción en la cepa C9 en 
vinificación en mosto Sauvignon Blanc. Para simplificar la visualización de los resultados 
obtenidos se ha mantenido la nomenclatura proporcionada por el programa informático 
utilizado. Parámetros analizados: fase de latencia (lp), tiempo para liberar el 35, 50 y 80 % de 
CO2max sin tener en cuenta lp (t35/50/80-lp), velocidad de producción media de CO2entre el 50 
y el 80 % de CO2max(vitesse 50 80), glicerol (glycerol), piruvato (pyruvate), ácido málico 
(malicacid), CO2 (CO2máximo teórico), SO2 (dióxido de azufre), ácido acético (aceticacid) y 
glucosa y fructosa de la muestra diluida 20 veces (Glu_Dil20 y Fru_Dil20). Para simplificar la 
visualización de los resultados obtenidos se ha mantenido la nomenclatura proporcionada por 
el programa informático utilizado. 
Para analizar cómo influyen las condiciones seleccionadas de las vinificaciones realizadas en 
los fenotipos de los mutantes estudiados, se realizó un análisis comparativo de los parámetros 
cinéticos y enológicos de todos los mutantes de deleción construidos en la cepa C9 obtenidos 
durante los análisis fenómicos. Los resultados se muestran en forma de mapas de calor (Figura 
126,  Figura 127 y Figura 128), uno por cada condición analizada. Los datos representados son 
los valores normalizados frente a la cepa silvestre (C9) para cada uno de los parámetros en 
escala logarítmica (en base 2), de esta forma, el peso de todos los parámetros es el mismo. Los 
parámetros cuyo valor es mayor que la cepa silvestre son positivos (rojo) y aquellos valores 
menores se representan en negativo (azul) mientras que los valores iguales a la cepa silvestre 
se representan en blanco. Los dendrogramas se calculan en base a la distancia euclídea, de 
manera que el efecto de todos los parámetros es el mismo. La escala de color indica el número 
de datos que presentan el valor numérico correspondiente. Debido a que todos los mutantes 
de deleción construidos en la cepa C9 presentaban valores muy similares de SO2, se eliminó 
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En la Figura 126 se muestra el mapa de calor de la condición de no agitación y nitrógeno 
normal (NS:Normal), la condición considerada como de referencia. El dendrograma de las 
cepas muestra la agrupación realizada de las cepas analizadas. Se observan tres grupos: los 
mutantes snf1Δ, gat1Δgln3Δ, gln3Δ, bcy1Δ y ras2Δ; el mutante mks1Δ; y el resto de mutantes 
de deleción analizados. El primer grupo se caracteriza por una cierta acumulación de piruvato y 
un aumento en los parámetros cinéticos determinados, el segundo grupo conformado por 
mks1Δ se caracteriza por esa acumulación de glicerol y reducción de ácido acético comentada 
anteriormente (Figura 120, Figura 122 y Figura 123), y el tercer grupo puede definirse como un 
intermediario entre los otros dos grupos comentados donde las diferencias en los parámetros 
analizados no son tan elevadas como en los dos grupo anteriores. El impacto más drástico en 
los parámetros analizados se produce en los mutantes snf1Δ, gat1Δgln3Δ, gln3Δ, bcy1Δ y 
ras2Δ. Las proteínas analizadas a través de estos mutantes de deleción están implicadas en las 
principales rutas de señalización de nutrientes: snf1Δ con la ruta SNF1; gat1Δgln3Δ y gln3Δ con 
la represión catabólica por nitrógeno; y bcy1Δ y ras2Δ con la ruta Ras/cAMP/PKA. El fenotipo 
compartido de estos mutantes de deleción implica un mecanismo de compensación similar, 
independientemente de la ruta de señalización implicada. Respecto a los parámetros cinéticos 
y enológicos, la agrupación observada coincide con el círculo de correlación observado en la 
Figura 125. Los tiempos de liberación de CO2 (t35-lp, t50-lp y t80-lp) se agrupan 
conjuntamente y, a su vez, todos ellos se agrupan con la fase de latencia.  
Cabe destacar que el doble mutante gat1Δgln3Δ se agrupa con el mutante gln3Δ y no con 
gat1Δ, sugiriendo que el factor transcripcional Gln3p juega un papel importante en 
condiciones de vinificación y que el efecto de la deleción del otro factor transcripcional tipo 
GATA Gat1p es menor, tal y como se ha observado a lo largo del capítulo. La agrupación de 
snf1Δ con gat1Δgln3Δ sugiere que la fosforilación de Gln3p por Snf1p puede ser determinante 
en la regulación de la vinificación. La agrupación de ras1Δ y ras2Δ no es continua corroborando 
la implicación de Ras2p en condiciones de vinificación pero no de Ras1p, ya que la primera se 
agrupa con los mutantes de deleción de proteínas principales de las rutas de señalización de 








Figura 126. Análisis comparativo de los parámetros cinéticos y enológicos determinados en los 
mutantes de deleción de proteínas clave en las rutas de señalización de nutrientes en 
crecimiento en mosto Sauvignon Blanc en condiciones de no agitación y mosto suplementado 
(NS:Normal). Se representa el logaritmo en base 2 de los datos normalizados frente a la cepa de 
referencia C9 para cada uno de los parámetros analizados. El color rojo y el azul indican el grado 
en el que el parámetro observado está por encima o por debajo de la cepa control 
respectivamente. El agrupamiento tanto de los mutantes como de los parámetros se obtuvo 
mediante distancia euclídea.  
En la Figura 127 se muestra el mapa de calor correspondiente a la condición S:Normal. La 
agrupación de las cepas y de los parámetros es muy similar a NS:Normal, con algunos 
parámetros y mutantes de deleción a resaltar. Se sigue observando la agrupación de snf1Δ con 
gat1Δgln3Δ, bcy1Δ y ras2Δ pero el mutante gln3Δ queda fuera de este grupo debido a que los 
cambios producidos en los parámetros cinéticos y enológicos no son tan elevados. Es posible 
que con mayor oxigenación la contribución de Gat1p sea más determinante. También se 
observa la acumulación de glicerol y la reducción de ácido acético del mutante mks1Δ. La 
proteína quinasa Sch9p y el activador transcripcional Gln3p se agrupan conjuntamente pues su 
deleción causa un fenotipo similar; a diferencia de lo observado en NS:Normal donde sch9Δ se 
agrupaba con gcn4Δ y gtr1Δ. El dendograma de los parámetros varía respecto a la condición 
de no agitación (Figura 126). La fase de latencia (lp) se agrupa junto con el piruvato y ambos 
con los tiempos de liberación de CO2; mientras que en condiciones de no agitación el piruvato 
no se agrupaba con ningún otro parámetro analizado.  




Figura 127. Análisis comparativo de los parámetros cinéticos y enológicos determinados en los 
mutantes de deleción de proteínas clave en las rutas de señalización de nutrientes en 
crecimiento en mosto Sauvignon Blanc en condiciones de no agitación y mosto suplementado 
(NS:Normal). Se representa el logaritmo en base 2 de los datos normalizados frente a la cepa de 
referencia C9 para cada uno de los parámetros analizados. El color rojo y azul indican el grado 
en el que el parámetro observado está por encima o por debajo de la cepa control 
respectivamente. El agrupamiento tanto de los mutantes como de los parámetros se obtuvo 
mediante distancia euclídea. 
En la Figura 128 se muestra el mapa de calor para la condición NS:Low, la cual se caracteriza 
por una concentración de nitrógeno baja. Al igual que en las dos condiciones anteriores, los 
perfiles obtenidos se pueden clasificar en tres grupos. El primer grupo está formado por sch9Δ, 
gat1Δgln3Δ, snf1Δ, gln3Δ y ras2Δ; el segundo grupo formado por el mutante bcy1Δ; y el 
último, conformado por el resto de los mutantes de deleción. El mutante sch9Δ se une a la 
agrupación de los mutantes gat1Δgln3Δ, snf1Δ, gln3Δ y ras2Δ que se ha mantenido en las dos 
condiciones previas. El dendrograma observado para los mutantes de deleción muestra una 
agrupación única para el mutante bcy1Δ puesto que no es capaz de finalizar la fermentación 
(fructosa y glucosa residual) pero sí es capaz de liberar hasta 60 g/L de CO2. A diferencia de las 
dos condiciones anteriores donde la fase de latencia se agrupaba con los tiempos para liberar 
el 35, 50 y 80 % de CO2, en este caso, se agrupa con el ácido málico, el ácido acético, el CO2 y el 
glicerol, indicando que es un parámetro más sensible a la concentración de nitrógeno.  
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El efecto de una concentración deficiente de nitrógeno en los parámetros cinéticos y 
enológicos es menor que el observado en las condiciones NS:Normal y S:Normal. Sin embargo, 
dicha condición es la que más similitud presenta en condiciones industriales de vinificación. 
Independientemente de las condiciones analizadas, la agrupación de los mutantes snf1Δ, 
gat1Δgln3Δ y ras2Δ indica fenotipo similar. Esa agrupación de los mutantes de deleción de 
proteínas implicadas en la represión catabólica por nitrógeno y las rutas de señalización SNF1 y 
Ras/cAMP/PKA, sugiere, de nuevo, la existencia de mecanismos de regulación compensatorios 







Figura 128. Análisis comparativo de los parámetros cinéticos y enológicos determinados en los 
mutantes de deleción de proteínas clave en las rutas de señalización de nutrientes en 
crecimiento en mosto Sauvignon Blanc en condiciones de no agitación y mosto sin suplementar 
(NS:Low). Se representa el logaritmo en base 2 de los datos normalizados frente a la cepa de 
referencia C9 para cada uno de los parámetros analizados. El color rojo y el azul indican el grado 
en el que el parámetro observado está por encima o por debajo de la cepa control 
respectivamente. El agrupamiento tanto de los mutantes como de los parámetros se obtuvo 
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4. Conclusión sobre el análisis de las rutas de señalización de 
nutrientes 
La domesticación de las levaduras para la fermentación alcohólica del vino ha permitido 
obtener cepas tolerantes a las elevadas concentraciones de azúcares presentes en el mosto, al 
pH ácido, a altas concentraciones de etanol y, por lo general, al déficit de nitrógeno. De ahí la 
importancia del estudio de las rutas de señalización de nutrientes que permiten, mediante su 
comunicación cruzada, regular el metabolismo de las levaduras, su supervivencia y su 
proliferación. Debido a que el nitrógeno es un nutriente que, en muchas ocasiones, escasea al 
inicio de la fermentación del mosto, las investigaciones se han centrado principalmente en la 
ruta TOR, puesto que responde tanto a aminoácidos como a la fuente de nitrógeno.  
Al inicio de este capítulo se ha estudiado la implicación de la proteína quinasa Sch9p en 
condiciones de vinificación, ya que se considera un regulador central de la fisiología celular, 
que coordina numerosos procesos en función de la fuente de nitrógeno a través de la ruta 
TOR. Tanto los análisis transcriptómicos como metabolómicos indican que Sch9p está 
implicada en la regulación del metabolismo (con un impacto en la biosíntesis de aminoácidos y 
en la producción de glicerol) y en la respuesta a estrés. También se analizó el metaboloma de 
la cepa que sobreexpresa el gen GCN4, implicado en el control general de aminoácidos (GAAC), 
ya que los aminoácidos constituyen un porcentaje muy elevado de la fuente de nitrógeno en el 
mosto. Los análisis metabolómicos mostraron que el factor transcripcional Gcn4p tiene un 
mayor impacto en el metabolismo celular en condiciones de vinificación que Sch9p ya que 
regula, no solo el metabolismo del nitrógeno, sino también el metabolismo central del 
carbono, aunque su mecanismo no coincide en todos sus aspectos con la función de Sch9p.  
A continuación, se analizó la función de los activadores transcripcionales implicados en la 
represión catabólica por nitrógeno (NCR), Gat1p y Gln3p, debido a los resultados obtenidos en 
los estudios del estado de fosforilación de proteínas de las rutas de señalización de nutrientes. 
El análisis de la proteína Gln3p y de su fosforilación realizado en el capítulo 1 en condiciones 
de vinificación, sugiere que Gln3p está activa desde el inicio de la fermentación, es decir, la 
célula no se encuentra en condiciones de represión por nitrógeno; sin embargo, el contenido 
en nitrógeno asimilable empieza a considerarse parcialmente limitante a partir del segundo día 
de fermentación. El análisis fenómico de los mutantes gat1Δ y gln3Δ ha permitido ahondar 
más en su implicación en condiciones de vinificación. Los resultados procedentes del análisis 
fenómico sugieren que GAT1 es necesario en la fase estacionaria, de ahí que el t50-lp y la V50-
80 sean mayores, pero no en la fase de latencia. Además, el fenotipo de los mutantes de 
deleción construidos en diversos fondos genéticos es el mismo. En concordancia con lo 
esperado en condiciones de laboratorio, GAT1 sería necesario en condiciones de vinificación 
para hacer frente a las bajas concentraciones de nitrógeno, ya que induce la expresión de los 
genes de la permeasa general de aminoácidos GAP1, de la glutamina sintetasa GLN1 y de la 
síntesis de proteínas implicadas en la degradación de arginina, asparagina y prolina (CAR1, 
ASP3, PUT1/2). Por lo tanto, los resultados obtenidos están en concordancia ya que, tal y como 
se observa de los parámetros cinéticos, GAT1 es necesario para la fase estacionaria. Respecto a 
Gln3p, la elevada diversidad fenotípica observada en los mutantes gln3Δ en diversos fondos 
genéticos sugiere una regulación diferente para las cepas analizadas. Los análisis fenómicos 
indican que Gln3p es necesaria para la adaptación al mosto, estando en concordancia con los 
resultados de fosforilación del capítulo 1. También sugieren que Gln3p está implicada en el 
metabolismo de las fuentes de carbono, puesto que el mutante presenta una acumulación 
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tanto de piruvato como de ácido acético, y es incapaz de crecer en una fuente de carbono no 
fermentable en cepas vínicas. La activación observada de Gln3p desde el inicio de la 
fermentación puede proceder de su fosforilación de manera dependiente de Snf1p. Los 
análisis fenómicos en condiciones de vinificación sitúan a los mutantes en los factores tipo 
GATA más próximos del mutante en SNF1, apoyando esta idea.  
Los fenotipos de interés enológico, como pueden ser una mayor concentración de glicerol o 
menor producción de ácido acético, suelen estar regulados por múltiples genes y varían entre 
diversos fondos genéticos. Sin embargo, ciertos fenotipos se deben a pequeñas variaciones de 
secuencia de un único gen. Por ejemplo, Trindade de Carvalho et al., (2017) identificaron un 
alelo dominante del gen FAS2 que aumenta la producción de feniletilacetato, un metabolito 
aromático de gran interés en las bebidas alcohólicas fermentadas. El alelo que confería una 
mayor producción de feniletilacetato únicamente presentaba cinco mutaciones no sinónimas 
en la pauta de lectura. Por otra parte, Marullo et al., (2018) identificaron tres QTLs asociados a 
los genes OYE1 y VHS1, responsables de la mayor tolerancia a elevadas temperaturas en fase 
estacionaria durante la fermentación. La secuenciación de genomas enteros de cepas vínicas 
indica que estas poseen versiones diferentes en los genes implicados en la respuesta a 
nutrientes GAT1, RGS2 y SDC25. El estudio de la secuencia del gen GAT1 determinó la 
existencia de 6 nucleótidos adicionales en cepas vínicas. Para discernir si el fenotipo de las 
cepas vínicas, como la mayor tolerancia a rapamicina, estaban relacionadas con la diferencia 
observada en la secuencia del gen GAT1 se optó por realizar un reemplazamiento del alelo 
GAT1 de cepas vínicas en cepas de laboratorio y viceversa. Las diferencias de secuencia 
observadas no explicaron el fenotipo de las cepas vínicas.  
Se observó que la secuencia de los genes RGS2 y SDC25 difería entre determinadas cepas y 
se investigó si esas diferencias daban lugar a un fenotipo enológico determinado mediante 
fermentaciones alcohólicas de los mutantes de deleción correspondientes, que no arrojaron 
un resultado positivo. Es posible que estas variaciones tengan efecto de forma coordinada o 
estén compensadas por alteraciones en otros lugares del genoma. Debido a la duplicación 
entera del genoma de la levadura, numerosos genes implicados en las rutas de señalización 
presentan parálogos capaces de suplir su función, al mismo tiempo que presentan funciones 
diferentes. Este caso se analizó con más detalle con las fosfodiestarasas Pde1/2p y con las 
proteínas Ras1/2p. Mientras que el mutante en el gen PDE2 reduce los parámetros cinéticos 
de la fermentación, la proteína Ras2p parece ser esencial para una correcta fermentación 
alcohólica.  
En condiciones de vinificación donde el nitrógeno escasea, los procesos metabólicos 
destinados a la movilización de fuentes de nitrógeno son de gran importancia. Aunque los 
grupos amino procedentes de la glutamina son los más frecuentemente movilizados, 
intermediarios del TCA también se utilizan como precursores para la síntesis de compuestos 
nitrogenados debido a la regulación realizada por la ruta retrógrada. MKS1, conocido como 
regulador negativo de la ruta retrógrada, también está implicado en numerosos procesos 
celulares, como la biosíntesis de lisina, la ruta Ras/cAMP/PKA y la regulación por nitrógeno a 
través de Gln3p. Su deleción aumenta los niveles de glicerol y disminuye tanto la 
concentración de ácido acético y en ocasiones el etanol, fenotipo de interés enológico. 
Además, el fenotipo causado por su deleción se mantiene en todos los fondos genéticos 
vínicos analizados, lo que indica un mecanismo regulador común.  
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Una conclusión general del estudio fenómico de un elevado número de mutantes en 
diversas rutas es que éstas afectan múltiples eventos celulares de manera distinta en 
respuesta a diferentes estímulos y no siempre de la manera esperada. No existe una dicotomía 
entre procesos relativos al metabolismo del nitrógeno y procesos relativos al metabolismo de 
la fuente de carbono. Factores tradicionalmente ligados al metabolismo del carbono pueden 
ver su función influida por la abundancia y escasez de nitrógeno, y así la fase de latencia del 
mutante bcy1Δ está afectada por este parámetro, y la producción de CO2 máxima está influida 
por la deleción de los genes RAS1 o de SNF1 de una manera dependiente de nitrógeno, lo cual 
no era un hecho evidente inicialmente. De manera contraria, existen funciones de los factores 
transcripcionales asociados al metabolismo del nitrógeno que dependen de la menor o mayor 

































































































1. El análisis fenotípico realizado con diversas cepas de levadura, tanto de laboratorio como 
vínicas, demuestra la existencia de una gran variabilidad natural frente a inhibidores 
químicos del metabolismo, no existiendo una correlación positiva entre la tolerancia 
observada y los diferentes requerimientos de nitrógeno. La mayor tolerancia de las cepas 
vínicas a rapamicina y a inductores de la represión por glucosa sugiere un cierto grado de 
variabilidad genética en lo que respecta a las rutas de señalización de nutrientes en 
levaduras vínicas. 
 
2. El glufosinato de amonio, inhibidor de la glutamina sintetasa, inhibe el crecimiento y 
extiende la longevidad cronológica en condiciones de vinificación como consecuencia del 
ayuno de nitrógeno causado. El control general de aminoácidos vía Gcn2p es la ruta 
principal de señalización de nutrientes implicada en la tolerancia frente a dicho inhibidor, 
aunque el análisis metabolómico realizado sugiere la implicación de otras rutas de 
señalización de nutrientes, como TORC1.  
 
3. Los dos experimentos de evolución dirigida realizados han permitido obtener cepas más 
tolerantes a rapamicina (cepa M2) y a 2-desoxiglucosa (cepa EC1118), si bien no se han 
obtenido fenotipos mejorados para su aplicación industrial.  
 
4. En condiciones de laboratorio, la fosforilación diferencial de la proteína Rps6p en presencia 
de rapamicina en cepas vínicas y en cepas de laboratorio sugiere una señalización de la ruta 
TORC1 diferente de ciertos aspectos, aunque otros estímulos estudiados y el resto de las 
dianas analizadas sugieren que el grueso de la señalización se conserva. En condiciones de 
vinificación, las rutas TORC1 solo está activa en las primeras horas y SNF1 presenta su 
máxima actividad alrededor de 1 día, mientras que la ruta Ras/cAMP/PKA se mantiene 
activa a lo largo de todo el proceso, sugiriendo que esta es la ruta reguladora principal en 
esas condiciones. 
 
5. La proteína quinasa Sch9p y el factor transcripcional Gcn4p influyen profundamente en la 
fisiología celular, en el metabolismo y en la longevidad cronológica. Ambos alteran el 
metabolismo central del carbono y la producción de glicerol en condiciones de vinificación 
de manera similar, y sin embargo el impacto sobre el resto del metabolismo es diferente.  
 
6. El análisis fenómico de los mutantes de deleción sugiere la implicación del activador 
transcripcional Gln3p en condiciones de vinificación pero no de Gat1p. La diferencia de 
secuencia observada en el gen GAT1 no explica el fenotipo diferencial entre cepas vínicas y 
cepas de laboratorio frente a la rapamicina. La proteína de unión a GTP Ras2p, y no su 
parálogo Ras1p, como proteína señalizadora de glucosa y activadora de PKA, es de gran 
importancia tanto en la adaptación a las condiciones de vinificación como en la producción 
de metabolitos enológicos.  
 
7. MKS1, regulador negativo de la ruta retrógrada, es una buena diana para la obtención de 
cepas mejoradas de aplicabilidad industrial en condiciones de fermentación alcohólica 




retrógrada. Su deleción causa un aumento de glicerol y una reducción de ácido acético, 
características de gran importancia en el vino.  
 
8. El análisis fenómico global de todas las cepas y mutantes de deleción en proteínas diana 
que forman parte de las principales rutas de señalización de nutrientes muestra que no 
existe división entre la señalización de fuente de carbono y la de nitrógeno, sino una 
comunicación cruzada adecuadamente regulada entre todas las rutas de señalización de 
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 Las abreviaturas utilizadas a lo largo de este trabajo se detallan a continuación:  
2DG 2-desoxiglucosa 
ADP Adenosín difosfato 
AMP Adenosín monofosfato 
AT 3-amino-1, 2, 4-triazol 
ATP Adenosín trifosfato 
AzaLeu 4-aza-D,L-leucina 
BSA Seroalbúmina bovina 
cAMP Adenosín monofosfato cíclico 
cRNA RNA complementario 
CSRE  Elementos de respuesta a fuente de carbono (Carbon Source Response Elements) 
D.O. Densidad óptica 
DNA Ácido desoxirribonucleico 
DNS Ácido 3,5-dinitrosalicílico 
dNTPs Desoxiribonucleótidos trifosfato 
DT Desviación Típica 
EDTA Sal sódica del ácido etilen diamino tetraacético 
ERC Moléculas de DNA circulares autoreplicativas (Extrachromosomal Replicative Circles) 
GA Glufosinato de amonio 
GAAC Control general de aminoácidos (General Amino Acid Control) 
GDP Guanosín difosfato 
GFP Proteína fluorescente verde (Green Fluorescent Protein) 
GlcN Glucosamina 
GTP Guanosín trifosfato  
HOG Elevada osmolaridad por glicerol (High Osmolarity Glycerol) 
HSP Proteína de choque térmico (Heat Shock Protein) 
LC Longevidad cronológica 
LR Longevidad replicativa 
LSA Levadura Seca Activa 
mA miliAmperio 
mRNA RNA mensajero 
MS300 Mosto Sintético 300 mg/L de YAN 
MS60 Mosto Sintético 60 mg/L de YAN 
MSX L-metionina sulfoximina 
mV miliVoltios 
NAD+ Nicotín adenín dinucleótido oxidado 
NADH Nicotín adenín dinucleótido reducido 
NCR Represión catabólica por nitrógeno (Nitrogen Catabolite Repression) 
NS:Low Condición de vinificación en estático y concentración de nitrógeno limitante  
NS:Normal Condición de vinificación en estático y concentración de nitrógeno adecuada 
ORF Pauta de lectura abierta (Open Reading Frame) 
p/v peso/volumen 
PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida (PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) 




PCA Análisis de componentes principales (Principal Component Analysis) 
PCR Reacción en cadena de la polimerasa 
PKA Proteína quinasa dependiente de cAMP 
PMSF Fluoruro de fenilmetil sulfonilo 
PVDF Polifluoruro de vinilideno 
ROS Especies reactivas de oxígeno (Reactive Oxygen Species) 
RTG Ruta retrógrada 
S:Normal Condición de vinificación en agitación y concentración de nitrógeno adecuada 
SDS Dodecil sulfato sódico 
SM Sulfometuronmetil 
SNP Polimorfismo de un único nucleótido (Single Nucleotide Polimorphism) 
STRE  Elemento de respuesta a estrés (Stress Response Element) 
TCA Ácido tricloroacético (Trichloroacetic acid) 
TOR Diana de la rapamicina (Target Of Rapamycin) 
TORC1 Complejo 1 de TOR 
TORC2 Complejo 2 de TOR 
Tris Tris hidroximetil aminometano 
U Unidad 
u.a. Unidades arbitrarias 
u.f.c. Unidades Formadoras de Colonia  
UFA Ácidos grasos insaturados (Unsaturated Fatty Acids) 
UPR Respuesta a proteínas mal plegadas (Unfolded Protein Response) 
UTR Región no traducida (Untranslated Region) 
v/v volumen/volumen 
YAN Nitrógeno asimilable por levadura (Yeast Assimilable Nitrogen) 














 La fermentación alcohólica del vino es llevada a 
cabo principalmente por la levadura Saccharomyces 
cerevisiae, de ahí la gran importancia de conocer 
cómo afectan los nutrientes presentes en el mosto de 
uva a su crecimiento y supervivencia, igual que otros 
factores ambientales y genéticos. Si la levadura no 
presenta los nutrientes adecuados, o es incapaz de  
utilizarlos, se producen paradas o ralentizaciones de 
la fermentación que dan lugar a grandes pérdidas 
económicas. Este trabajo se centra en el estudio de las 
diferentes rutas de señalización de nutrientes en 
condiciones de vinificación con la finalidad de            
determinar cómo las cepas vínicas son capaces de 
hacer frente a las condiciones adversas que conlleva 
la vinificación.
 
 El estudio realizado sugiere que no existe una      
dicotomía entre la señalización de fuentes de carbono 
y nitrógeno. La comunicación cruzada entre las          
diversas rutas de señalización de nutrientes permite 
regular adecuadamente el metabolismo celular para 
adecuarse a las condiciones ambientales.
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